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RESUMO

Este trabalho teve como principal objetivo otimizar a partir de um planejamento experimental
as variaveis operacionais temperatura (T), tempo (t) e razdo solido-liquido (RSL) para a auto-
hidrélise (AH) do bagaco de cana-de-aclcar (BC), visando produzir um hidrolisado
hemicelulésico (HH) com caracteristicas propicias para digestdo anaerdbia (DA) e producéo
bioquimica de metano (PBM). Os resultados indicaram que os HH gerados em condigdes
severas de AH com maior solubilizacdo de hemiceluloses e com maiores teores de agucares,
C5-C6, ndo foram os mais adequados para producdo de metano. Provavelmente isto tenha
ocorrido pelo acumulo de compostos toxicos e/ou recalcitrantes (furanos e fragmentos de
lignina). CondicBes mais moderadas (170°C, 35 min e RSL = 0,33 g BC.mL H,0™) geraram
um HH com maior PBM (0,79 Nm® CH,. kg COT™), o que foi confirmado pela ferramenta
estatistica de desejabilidade. O HH obtido a partir da condicdo DC2 gerada pelo modelo de
desejabilidade (178,2°C, 43,6 min e RSL = 0,24 g BC .ml H,O™) apresentou as menores
concentracdes de compostos toxicos, o que culminou com menor acimulo de acidos graxos
volateis (AGVs) e maiores PBM (1,56 Nm® CH,. g COT™) durante a DA. O modelo de
Gompertz foi usado para ajustar os dados de producdo de CH,4 durante a DA. O melhor HH
apresentou uma taxa méaxima de producéo de metano (Rcns) de 2,6 mmol CHad™. Além
disso, a digestdo anaerdbia foi realizada em dois estagios (acidogénico-metanogénico, DA-
2S), em reatores descontinuos, no qual o estagio acidogénico atuou como uma fase prévia de
hidrélise e biodetoxificacdo. Isto permitiu a utilizacdo de condi¢cBes mais severas de pré-
tratamento do BC por AH, T = 178,6°C e t = 55 min (DC3) e T = 182,9°C e t = 40,71 min
(DC4), que, resultaram em maior extracdo de hemiceluloses do BC (DC3 = 77,40% e DC4 =
73,90%), o que consequentemente melhorou o balango energético liquido do processo
proposto gerando uma energia livre de 3,15 MJ.kg BC™ a partir da combustio do biogas

gerado na digestdo anaerdbia em dois estagios do hidrolisado hemicelulésico.

Palavras-chave: bagaco de cana de acucar; pré-tratamento por auto hidrélise; digestdo

anaerdbia em dois estagios; metano; hidrogénio; hidrolisado de hemicelulose, biorrefinaria



ABSTRACT

This study aimed to optimize through design of experiments, the process variables
(temperature — T, time — t and solid—to-liquid ratio — SLR) for sugarcane bagasse
(Himmelsbach et al.) autohydrolysis (AH) to obtain hemicellulose hydrolyzates (HH) prone
to anaerobic digestion (AD) and biochemical methane production (BMP). The results
indicated that severe AH conditions, which lead to maximum hemicelluloses dissolution and
sugar content in the HH, were not the best for BMP, probably due to the accumulation of
toxic/recalcitrant compounds (furans and lignin). Mild AH conditions (170°C, 35min and
SLR=0.33) led to the highest BMP (0.79 Nm®kgTOC™), which was confirmed by the
desirability tool. HH produced by AH carried out at the desired condition DC2 (178.6°C, 43.6
min and SLR=0.24) showed the lowest accumulation of inhibitory compounds and volatile
fatty acids (VFA) and highest BMP (1.56 Nm® kgTOC ™). The modified Gompertz model best
fit the experimental data and led to a maximum methane production rate (R) of 2.6 mmol
CH,.d ™ in the best condition. In additional, the anaerobic digestion was carried out in a two-
stage (acidogenic-methanogenic) batch system where the acidogenic phase worked as a
hydrolysis and biodetoxification step. This allowed the utilization of more severe AH
pretreatment conditions, i.e. T = 178.6°C and t = 55 min (DC3) and T = 182.9°C and t = 40.71
min (DC4). Such severe conditions resulted in higher extraction of hemicelluloses from SB
(DC1 = 68.07%, DC2 = 48.99%, DC3 = 77.40% and DC4 = 73.90%), which consequently
improved the net energy balance of the proposed process generating a net energy of 3.15

MJ.kg BC™ from anaerobic digestion in two-stage of hemicellulose hydrolysate.

Keywords: Sugarcane bagasse; autohydrolysis pretreatment; two-stage anaerobic digestion;
methane; hydrogen; hemicellulose hydrolyzate, biorefinary.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Em todo mundo, grande parte da energia utilizada € proveniente de recursos fosseis.
Sabe-se que estes recursos sdo ditos ndo renovaveis e que a quantidade dos mesmos na
crosta terrestre € uma incognita. As reservas mundiais de petréleo necessitam de uma boa
gestdo para garantirem sua longevidade. Além disso, os riscos geopoliticos provenientes da
dependéncia do petroleo por paises politicamente instaveis e 0s maiores compromissos
estabelecidos com o meio ambiente, fizeram com que nos Gltimos anos uma maior atencéo
fosse destinada as fontes alternativas de energia. De fato, a utilizagdo de fontes renovaveis
para producdo de energia, seja ela por meio da conversdo térmica ou da producdo de
biocombustiveis (etanol ou biogas) tem sido fortemente incentivada em todo o mundo (Dias
etal., 2011).

O combustivel de fonte renovavel mais comum produzido mundialmente é o etanol,
0 qual é usualmente obtido do milho, beterraba e cana-de-aglUcar (sacarose). Nos Ultimos
anos o etanol vem se tornando um combustivel renovavel emergente eficiente e
economicamente viavel. O mesmo pode ainda ser adicionado aos combustiveis fosseis como
é 0 caso da gasolina ou até mesmo utilizado para substitui-la, uma vez que fornece mais
poténcia, embora sua geracao de energia por galdo (~3,78 L) seja 33 % menor (Rostagno et
al., 2015).

Neste contexto, o Brasil vem ocupando um lugar de destaque juntamente com 0s
Estados Unidos da América (EUA) no que diz respeito a producdo de bioetanol, sendo o
Brasil responsavel por grande parte da producdo a partir do suco da cana-de-agucar e 0 EUA
do amido de milho. Essas biomassas sdo consideradas ideais para producdo do etanol, uma
vez que 0s sucos gerados a partir das mesmas apresentam elevados teores de carboidratos
que sdo facilmente convertidos a etanol por meio da fermentacdo. Segundo Corréa Da Silva
et al. (2016) o Brasil atualmente é responsavel por 25% da producdo mundial de etanol
ficando atrds somente dos EUA.

Apesar dos beneficios ambientais provocados pelo uso dos combustiveis renovaveis,
existe uma grande controvérsia e discussdo sobre a utilizagdo dos alimentos como matéria
prima para producdo desses combustiveis. Ademais, muito se fala sobre a destinagio de
grandes areas territoriais para o cultivo de biomassas visando a producdo de combustiveis
renovaveis. Tais preocupacdes devem-se ao acelerado crescimento populacional e a elevada

demanda por alimentos. Posto isto, torna-se extremamente importantes as alternativas que

14



INTRODUCAO

possa garantir a geracdo de matérias primas baratas e abundantes, com caracteristicas ideais
para serem utilizadas na producdo dos combustiveis renovaveis (Gupta e Verma, 2015).

Uma alternativa para esquivar-se do impasse “alimento VS combustivel” ¢ a
utilizacdo dos residuos lignocelulésicos como matéria prima. A producdo de
biocombustiveis liquidos ou gasosos e bioprodutos de valor agregado a partir das biomassas
lignocelulosicas residuais tém aspecto ambientalmente favordvel (Sanchez e Cardona,
2008). Além do mais, as biomassas lignoceluldsicas sao muitas vezes ricas em carboidratos
presentes na forma de celulose e hemiceluloses. Por biomassa lignoceluldsica entende-se
toda a matéria de origem vegetal oriunda de floresta nativa ou plantada (ex.: galhos de
arvores) e das culturas agricolas e seus residuos (ex.: bagaco de cana-de-actcar (BCA),
cascas de arroz, milho ou café) (Diniz, 2008).

Anualmente sdo acumuladas grandes quantidades de residuos lignocelulésicos no
planeta em decorréncia da producdo agricola ou agroflorestal. Muitas vezes a destinacdo
dada a esses materiais € pouco nobre e representa uma perda do potencial de producao
energético, além de gerarem um passivo ambiental. Neste contexto, o Brasil assume uma
posicdo destacada ao considerar o volume da producdo agricola e agroflorestal do pais e a
consequente geracdo de residuos lignoceluldsicos. Essas biomassas residuais estdo
disponiveis em uma forma razoavelmente limpa e em grandes quantidades (Bragatto, 2010).

Segundo dados publicados pela Organizacdo Mundial do Comércio (OMC 2015), o
Brasil é o terceiro maior exportador agricola. A quantidade de residuos lignoceluldsicos
oriundos desse setor no pais é consequentemente elevada. Portanto, faz-se necessario a
realizacdo de estudos que visem potencializar a producdo sustentavel de energia a partir do
uso desses residuos. Desta forma, a producdo de etanol oriunda de outros residuos
lignocelulosicos tais como, palha de trigo, casca de arroz e residuos gerados no processo de
beneficiamento de grdos, pode ser uma alternativa interessante para 0 aumento da producéao
mundial de etanol (Bensah e Mensah, 2013). Além desses residuos, o0 BC gerado durante a
producdo do etanol de primeira geracdo (1G) tem sido bastante explorado para producao de
etanol celuldsico, inclusive em escala industrial.

No entanto, a estrutura quimica da biomassa lignocelulésica formada
majoritariamente por um complexo polimérico natural constituido de celulose,
hemiceluloses e lignina, impede a conversdo direta desse material a combustivel. A
utilizacdo dos residuos lignocelulésicos com elevados rendimentos em processos de

fermentacdo depende da disponibilidade de acesso dos aglcares aos micro-organismos. Para
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melhorar a biodigestibilidade da biomassa lignoceluldsica, a celulose e as hemiceluloses
devem ser convertidas aos seus respectivos mondmeros (aglcares) para que entdo os micro-
organismos possam utiliza-los para produgdo de biocombustiveis ou bioprodutos de valor
agregado (Kumar et al., 2009).

Diante disso, 0 uso de técnicas de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica passa a
ser uma etapa crucial para o sucesso da implantacdo da producdo de biocombustiveis e
bioprodutos a partir dos residuos lignocelul6sicos em escala industrial. Alguns autores
como Lavarack et al. (2002) afirmam que a escolha do pré-tratamento depende do tipo e
composicdo da biomassa e da finalidade de uso da mesma. Bragatto (2010) afirma ainda
que, o uso de técnicas de planejamento experimental (fatorial) nas etapas de pré-tratamento
de residuos pode ajudar na escolha do melhor processo para aperfeicoar a liberacdo de
carboidratos, favorecendo os processos fermentativos de producdo de etanol, biogas ou a
recuperacdo de bioprodutos.

Dentre as técnicas de pré-tratamento disponiveis, destacam-se 0s processos fisico-
quimicos que utilizam éacidos minerais (concentrados ou diluidos) combinados ou ndo com
temperaturas elevadas e os processos hidrotérmicos conhecidos também como auto-hidrolise
(AH). Este sera objeto de estudo no presente trabalho e consiste, normalmente, no
aquecimento (150°C a 220°C) da biomassa em meio aquoso por (5 min a 60 min). Em
temperaturas superiores a 160°C parte da biomassa lignocelul6sica, primeiramente
hemiceluloses e posteriormente pequena parte da celulose e lignina, sdo solubilizadas
(Garrote et al., 1999). Durante a AH, parte das hemiceluloses é hidrolisada formando
especificamente acido acético, e 0 mesmo é responsavel por catalisar a reacdo de hidrolise
das hemiceluloses (Zhu et al., 2005).

A AH como técnica de pré-tratamento vem sendo amplamente estudada quando o
objetivo é a producdo de etanol a partir de diferentes residuos lignoceluldsicos (Hongdan et
al., 2013). Varios estudos demonstram as vantagens do pré-tratamento por AH no aumento
da acessibilidade da celulose por parte das enzimas celuloliticas e o consequente aumento da
conversao enzimatica da celulose a glicose (Laser, Schulman, et al., 2002; Yu et al., 2010;
Da Cruz et al., 2012). No entanto, os resultados da literatura mostram que para se atingir
maiores conversfes enzimaticas da fracdo solida residual ao pré-tratamento, rica em
celulose, condicdes de preé-tratamento mais severas sdo exigidas (Yu et al., 2013). No
entanto, tais condicOes, além de gerarem um hidrolisado rico em aglcares C5 (arabinose e

xilose) e C6 (glicose), provocam a formacdo de compostos oriundos da sua degradacdo
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térmica tais quais, 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) e 2-furfuraldeido (FF), alem de
fragmentos de lignina. Ambos os compostos sdo considerados toxicos aos micro-organismos
fermentativos responsaveis pela conversao de aglcares a biocombustiveis.

Alguns autores como Gurgel et al. (2014) destacam como principais vantagens da
técnica de pré-tratamento por AH a ndo necessidade de insumos quimicos na etapa de pré-
tratamento e a facilidade de implementacdo em plantas industriais, uma vez que nao é
necessaria a construcdo de reatores com materiais especiais resistentes a corrosao. Todavia,
alguns autores como Hendriks e Zeeman (2009), apontam como desvantagem deste pre-
tratamento a elevada demanda de energia. Uma forma de compensar a energia gasta durante
esta etapa de pré-tratamento, é avaliar a possibilidade de recuperacdo de energia a partir do
hidrolisado hemicelulésico (HH) rico em agUcares C5 gerado na AH.

Uma alternativa para recuperacdo de energia a partir do HH seria a producédo de
biogases, metano e/ou hidrogénio, a partir da sua digestdo anaerobia (DA). A energia gerada
pela combustdo dos biogases pode ser suficiente para compensar energeticamente a
utilizacdo de tal pré-tratamento, viabilizando o balanco de energia sustentavel da
biorrefinaria integrada. No entanto, a presenca de compostos toxicos no hidrolisado pode
dificultar tal aplicacdo. Posto isto, estudos que visam otimizar as varidveis operacionais do
processo de AH para maximizar a solubilizacdo de hemiceluloses garantindo a menor
geracdo de compostos toxicos se fazem necessérios. Além disso, o desenvolvimento de
novas alternativas de detoxificagdo do hidrolisado, sdo essenciais para maximizar a
producdo de biogas e garantir a sustentabilidade do processo.

Diante do exposto, o presente trabalho utilizou ferramentas estatisticas de otimizacao
multivariada para avaliar a condi¢do de pré-tratamento por AH visando a producdo de HH
com caracteristicas ideais para ser utilizado na DA. Além disso, avaliou-se a viabilidade do
uso da DA em dois estagios (acidogénico-metanogénico) como técnica de biodetoxificacdo
do HH, visando maximizar a producdo de metano e, de forma paralela, utilizar o hidrogénio
gerado na etapa acidogénica como um combustivel complementar, permitindo maior
recuperacdo de energia a partir do HH. Ademais, um balanco de energia, bem como uma
estimativa da capacidade de producgdo de etanol a partir da fracdo solida residual gerada na
AH foi avaliada considerando o contexto da biorrefinaria.

O conhecimento gerado neste estudo permitird avaliar a viabilidade da aplicacdo do
pré-tratamento por AH como Unica etapa de pré-tratamento a anteceder a hidrolise
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enzimatica, de forma a aproveitar a energia contida no HH pela sua DA visando a producéo
de CH4 e/ou H.
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2 ORGANIZACAO DA TESE

O capitulo 1 apresentou a introducdo do trabalho e o capitulo 3 sera direcionado a
apresentacdo das hipoteses que fundamentardo esta tese de doutorado, bem como, o0s
objetivos a serem alcancados. O capitulo 4 destina-se a apresentar a revisdo da literatura, em
que serdo brevemente abordados os aspectos fundamentais acerca do conceito de
biorrefinaria, caracteristicas das biomassas lignoceluldsicas, com destaque para o bagaco de
cana-de-acucar. O objetivo deste topico é facilitar o entendimento integrado das
caracteristicas necessarias para que a biomassa lignocelul6sica seja utilizada como matéria-
prima sustentavel em uma biorrefinaria. Além disso, um tépico abordando aspectos técnicos
sobre a producdo de biocombustivel (etanol de 12 e 22 geracdo, metano e hidrogénio) a partir
de biomassa lignoceluldsica serd apresentado nessa revisdo. Nesta etapa, o principal objetivo
é caracterizar os aspectos intervenientes na producdo de biocombustivel a partir dos residuos
lignoceluldsicos. Um topico sera destinado a apresentar as principais técnicas de pré-
tratamento utilizadas para as biomassas lignocelulésicas, bem como os principais parametros
de processo, dando destaque ao pré-tratamento por auto-hidrélise. Além disso, uma breve
apresentacdo do processo de digestdo anaerdbia sera feita, focando no uso de residuos
lignoceluldsicos como substrato. Ao final, uma anlise critica da literatura apontando as
justificativas para realizacdo do presente estudo sera apresentada.

O capitulo 5 apresentard a metodologia bésica para o desenvolvimento do trabalho.
Neste serdo apresentadas somente as metodologias gerais para 0 andamento da pesquisa, 0s
procedimentos especificos inerentes a cada etapa e os detalhes associados aos mesmos serdo
expostos nos respectivos capitulos de resultados.

O capitulo 6 “Otimizagdo da auto-hidrélise do bagaco de cana-de-aglUcar para
producdo de metano a partir do hidrolisado hemicelulésico em um conceito de
biorrefinaria”, apresenta contribuicdes para o entendimento das varidveis importantes a
serem otimizadas em um processo de pré-tratamento por auto-hidrélise do BC, quando o
objetivo é a producdo de metano a partir da digestdo anaerdbia do hidrolisado obtido. Além
disso, o presente capitulo busca entender quais sdo as caracteristicas necessarias do
hidrolisado para maximizar a producdo de metano, e quais sdo as influéncias decorrentes da
presenca de compostos inibidores ou recalcitrantes (FF, HMF e lignina soltvel) na atividade
dos micro-organismos metanogénicos. Os resultados apresentados neste capitulo foram
publicados na revista Bioresource Technology (doi:10.1016/j.biortech.2015.10.003): Baéta,
B.E.L., Lima, D.R.S., Adarme, O.F.H., Gurgel, L.V.A., and Aquino, S.F. 2016.
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Optimization of sugarcane bagasse autohydrolysis for methane production. Bioresource
Technology, 200, 137-146.

O capitulo 7 “Avaliagdo da produgdo de hidrogénio e metano a partir hidrolisado
hemicelulésico do bagaco de cana-de-agUcar por processo de digestdo anaerdbia em dois
estagios”, apresenta contribuigdes que mostram a viabilidade da separacdo espacial da etapa
acidogénica da metanogénica em um processo de digestdo anaerébia do hidrolisado
hemicelulésico. Em tal capitulo é possivel observar o papel da etapa acidogénica na
biodetoxificacdo do HH e a consequente melhoria dos parametros cinéticos da etapa
metanogénica, o que culmina com a melhor recuperacdo de energia a partir da combustdo do
H, e CH, gerados pela digestdo anaerdbia do HH em dois estdgios. Os resultados
apresentados neste capitulo foram publicados na revista Bioresource Technology (doi:
10.1016/j.biortech.2016.06.113 ): Baéta, B.E.L., Lima, D.R.S., Filho, J.G.B., Adarme,
O.F.H., Gurgel, L.V.A., and Aquino, S.F. 2016. Evaluation of hydrogen and methane
production from sugarcane bagasse hemicellulose hydrolysates by two-stage anaerobic
digestion process. Bioresource Technology, 218, 436-446.

O capitulo 8 apresenta uma conclusdo geral sobre a possibilidade do uso do pre-
tratamento por AH do BC, considerando a recuperacdo de energia a partir dos biogases
gerados pela digestdo anaerdbia do hidrolisado hemicelulésico considerando a proposta de
implementacdo da biorrefinaria da cana-de-agucar.

Por fim, o capitulo 9 destina-se a apresentar as perspectivas de pesquisas futuras e o

capitulo 10 apresenta as referéncias que subsidiaram a elaboracdo desta tese.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1

Hipdteses

Esta tese de doutoramento se fundamenta nas seguintes hipoteses:

1)

2)

3)

4)

A digestdo anaerobia do HH obtido pela AH do BC, pode ser uma alternativa
interessante para tratar um dos efluentes liquidos gerados durante a producdo do
etanol de segunda geragcdo. Além disso, esse processo possibilita o melhor
aproveitamento energético desse residuo liquido, uma vez que o biogas produzido

durante a DA pode ser contabilizado no balan¢o energético do processo;

A condicdo para maximizar a producdo de metano a partir do HH obtido pelo pre-
tratamento por AH do BC ndo necessariamente sera aquela que resultara em maiores
teores de acUcares C5-C6 no hidrolisado. Tendo em vista a toxicidade do HH, devido
a presenca de furanos e fragmentos de lignina, a otimizacdo da producdo de metano
a partir da DA do HH depende da determinacdo de uma razdo ideal de acucares e
compostos toxicos (C5-C6)/(furanos +lignina soltvel) presentes no hidrolisado. Para
tanto, condicGes de temperaturas mais brandas e razGes sélido-liquido maiores sdo
preferidas quando o objetivo é maximizar a producéo de metano na DA em um Unico

estagio a partir do HH;

Em funcdo da toxicidade do hidrolisado hemiceluldsico gerado pela AH do BC, a
separacao espacial do processo de DA em etapa acidogénica e metanogénica pode
melhorar a recuperacéo de energia a partir do HH, tendo em vista que a etapa
acidogénica pode atuar como uma etapa de biodetoxificacdo, uma vez que 0s
microrganismos acidogénicos sdo de rapido crescimento e mais resilientes que 0s
metanogénicos. Com isso a viabilidade da utilizac&o do pré-tratamento por AH em

condi¢des mais severas pode ser alcangada;

A inclusdo da DA em dois estadgios como processo para utilizagéo sustentavel do HH
na cadeia produtiva do etanol de segunda geracdo pode ser uma alternativa usada
para melhorar o balanco energético implantacdo da etapa de pré-tratamento por AH
do BC.
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3.2  Objetivos
3.2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho é avaliar o potencial de producdo de biogas

(hidrogénio e metano) a partir da DA do hidrolisado hemicelul6sico gerado durante o pré-

tratamento por AH do bagaco de cana-de-agucar.

3.2.2 Objetivos especificos
(1) Verificar o efeito dos parametros de processo na caracteristica do HH gerado durante
0 pré-tratamento por AH do BC;

(2) Avaliar a influéncia da composi¢do do HH no desempenho da DA em Unico e duplo
estagio e determinar os principais parametros cinéticos associados a producdo de

metano e hidrogénio;

(3) Avaliar a viabilidade energética do processo proposto por meio de uma estimativa do

balancgo energético.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1  Residuos Agroflorestais

4.1.1 Geracao e perspectivas do uso de residuos agroflorestais no Brasil

Os materiais organicos sao os principais residuos solidos gerados em todo mundo,
dentre os quais se destacam aqueles oriundos de residéncias, industrias e do setor agroflorestal
(Ruggeri e Tommasi, 2012). Sendo o Brasil o terceiro maior exportador agricola, a quantidade
de residuos oriundos do setor agricola no pais é consequentemente elevada. Até o presente
momento os residuos gerados por este setor da economia sdo considerados um problema
ambiental.

No entanto, j& se sabe da potencialidade do uso destes residuos como matéria-prima
renovavel para processos capazes de realizar as suas conversdes em biocombustiveis, energia
e produtos quimicos de elevado valor agregado. A exploracéo destes residuos para a producao
de metano, hidrogénio, bioetanol e bioprodutos é promissora, uma vez que esses produtos
podem ser gerados a partir da conversdo microbiana dos carboidratos contidos na forma de
celulose e hemiceluloses. A Tabela 4.1 apresenta o cultivo em territorio Brasileiro de algumas

culturas com potencial de utilizagdo como matéria-prima.

Tabela 4.1: Cultivo de diferentes matérias-primas no territorio Brasileiro.

Biomassa Area Plantada (1000 hectares) Producédo de biomassa (1000 t)
Trigo 2166,2 5788,6
Arroz 2427,1 11600,3
Sorgo 785,1 2204,9

Mandioca 17875 24524,3

Soja 25042,2 66383

Mamona 129,6 25,8

Milho 7596,3 38861,8

Cana-de-acucar 8527,8 602178,8
Cevada 88,4 305,1
Café 30000

Fonte: Adaptado (Canilha et al., 2012).

A Tabela 4.1 destaca a producédo da cana-de-agucar no pais, mostrando que a mesma €

uma das biomassas produzidas em maior quantidade. Atualmente a maior parte da producao
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de cana-de-acgucar é destinada para o setor sucroalcooleiro. A importancia desta biomassa é
evidente e pode ser confirmada pelo Gltimo relatério de safra publicado pela Conab (2016), o
qual aponta uma previsdo de crescimento de até 3,8% na safra 2016/2017. Esse crescimento
se deve ao fato do plantio da cana-de-agucar estar se difundindo para outros estados além de
SP, principalmente Goias e Minas Gerais. A CONAB, no seu relatério de estimativa do
acompanhamento da safra brasileira para o biénio 2016/2017 estima que a produgdo de cana-
de-aglcar no Brasil seja de aproximadamente 650 milhdes de toneladas. Desta quantidade,
aproximadamente 400 milhdes de toneladas séo destinadas para producéo de etanol.
Tipicamente, no processamento da cana-de-agucar, grandes quantidades de bagacgo sao
produzidas, aproximadamente 240 kg de BC com 50 % de umidade por tonelada de cana-de-
acucar (Dias et al., 2009). Atualmente, grande parte deste bagaco é queimada em caldeiras
nas industrias sucro-alcooleiras para obtencdo de vapor utilizado in loco. Com isto a
possibilidade da utilizacdo do BC para producéo de etanol celulésico é comprometida. Diante
disto, com intuito de melhor aproveitar o potencial energético dessa biomassa, 0s centros de
pesquisas vém investindo intensamente na criacdo de processos que visam produzir
biocombustiveis, como alcool de 2% geracdo, ou até mesmo gases de maior valor agregado
como, CH; e H,. Esses compostos possuem como vantagens poderem ser facilmente
estocados, terem um bom valor de mercado, pois muitas vezes sdo usados com insumos
quimicos em outros processos como, reforma a vapor, caso do CHy,, e células a combustivel

para o H, E neste objetivo que este trabalho pretende focar a sua atencao.

4.2 Biorrefinaria

4.2.1 Conceitos e tecnologias

Segundo alguns autores como Diep et al. (2014), biorrefinarias sdo instalacdes que de
forma sustentavel convertem biomassa em energia, produtos quimicos e materiais. A principal
forga motriz para o crescimento das biorrefinarias é a grande aten¢do dada mundialmente as
questdes relacionadas ao desenvolvimento sustentavel, e a garantia de seguranca energética.
Além disso, situacdes relacionadas & mitigacdo das mudangas climticas e a demanda
crescente de produtos quimicos e de materiais, também impulsionam o interesse pelas
biorrefinarias. Avaliando de forma geneérica € possivel dizer que a biorrefinaria € semelhante a
refinaria de petrdleo, exceto que utiliza biomassa ao invés de petroleo bruto para produzir

combustiveis, calor, energia, produtos quimicos e materiais. A Figura 4.1 compara de modo
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simplificado as cadeias de producdo de uma biorrefinaria com uma refinaria que utiliza

recursos fosseis.

Figura 4.1: Comparacdo entre as cadeias de producdo na biorrefinaria e refinaria de recursos
fésseis. Fonte: adaptado (Cherubini e Jungmeier, 2009).

Biorrefinaria Refinaria de Recursos Fosseis

k')
Extracdo e

Condugdo
I

Transporte

Pelotizacio

Colheita

Secagem e Gas Natural

Pelotizacdo

Extragdo e -
Transporte Transporte
i
Planta de Refinari
Biorrefinari Transporte £lnana
| ] | | | | |
[ Bioetanol | [ Calor | [Eletricidade ] [ Biometano | [ Fenéis | Rede de Planta de Fenais Oleos Gasolina
l V ]{ Jf l T Energia esados
Distribuigio Rede de Rede Rede de Distribuicdo ‘L —
) o v Planta de
I aguecimento. elétrica metano

Veiculos a
gasolina

[ Combustio | Bedaie Aquecimento
bioetanel Rede de
aguecimento

A classificacdo de biorrefinaria pode ser feita baseando-se no tipo de matéria-prima
(biomassa), tipo de tecnologia e status da tecnologia (1* ou 22 geracdo). Atualmente,
biorrefinarias de 12 geragcdo produzem seus produtos quimicos de base a partir dos aglcares
disponiveis de componentes de plantas que contém amido e sacarose. No entanto, a matéria-
prima acucar (sacarose) e/ou amido serve de base para producdo de alimentos. Além disso,
em geral esses correspondem a somente cerca de 1% da biomassa vegetal disponivel (Kamm
e Kamm, 2004). Em contraste, a maior parte das biomassas vegetais é constituida de materiais
lignocelulosicos que ndo sdo facilmente acessiveis pelos bioprocessos de 12 geracao.

Segundo alguns autores como Diep et. al (2014), as biorrefinarias de 12 geracédo
parecem criar algum ceticismo para 0s pesquisadores, pois, existem preocupagoes
relacionadas aos impactos causados no meio ambiente e no balanco de carbono. De certa
forma, isto fixa limites na crescente produgdo de biocombustiveis de 12 geragdo. A principal
desvantagem da producdo de combustiveis de 12 geracdo é o debate sobre o tema alimento
versus combustivel. H& quem diga que o aumento no preco dos alimentos esteja relacionado a
producdo de biocombustiveis de 12 geracdo (Naik et al., 2010), sendo tal debate mais acirrado
em paises que dispde de pequena area agricultavel.
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Devido as desvantagens apresentadas pela biorrefinaria de 12 geracdo e as vantagens
apresentadas na de 22 geragdo (Figura 4.2), a utilizacdo de uma biomassa mais disponivel, na
qual seja possivel a utilizacdo de todas as partes da biomassa (planta, folha, cascas e frutos)

parece mais razoavel quando se pensa em desenvolvimento sustentavel.

Figura 4.2: Comparagéo entre biorrefinaria de 12 e 22 geracéo e refinaria de petroleo. Fonte:
Adaptado (Naik et al., 2010).
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Muitas industrias existentes se enquadram na categoria de biorrefinarias
convencionais: industria do agucar, industria do amido, industria de 6leos vegetais, inddstria
de ragBes, industria de alimentos, indUstria de papel e celulose e industria de biocombustiveis
convencionais (biodiesel e bioetanol). No entanto, todas as industrias citadas, normalmente se
concentram em produzir um produto principal, e ainda ndo dedicam esforcos para produzir
uma ampla gama de produtos que agregam valores de forma integrada.

Tais tipos de biorrefinaria ndo atendem a definichio de um novo conceito de
biorrefinaria. De acordo com o Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL) dos

EUA, uma biorrefinaria moderna é um complexo fabril que integra processos de converséo de
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biomassa e equipamentos para produzir combustiveis, energia e varios insumos quimicos. A

Tabela 4.2 mostra de forma simplificada algumas caracteristicas, tipos de matérias-primas,

tecnologias predominantes e fases de desenvolvimento, de diferentes tipos de biorrefinarias.

Tabela 4.2: Resumo das caracteristicas de algumas biorrefinarias.

Conceito

Tipo de matéria-prima

Tecnologias
predominantes

Fase de
desenvolvimento

Biorrefinaria VVerde

“Green
biorefineries”
(GBR)

Biorrefinarias de
culturas inteiras
“Whole crop
biorefineries”
(WCBR)

Biorrefinarias de
matérias-primas
lignocelul6sicas
“Lignocellulosic
feedstock
biorefineries”
(LCFBR)

Biorrefinarias de
duas plataformas
“Two platform
concept
biorefineries”
(TPCBR)

Biorrefinarias
termoquimicas

“Thermo chemical

biorefineries”
(TCBR)

Biorrefinaria

Marinha “Marine

biorefineries”

(MBR)

Biomassa Umida: gramineas e
culturas verdes

Toda cultura: incluindo palha
e cereais como: centeio; trigo
e milho.

Biomassa rica em
lignocelul6sica: palha, bagaco
de cana-de-agucar, talo de
milho e madeira.

Todos os tipos de biomassa

Todos os tipos de biomassa

Biomassa aquatica:
macroalgas e microalgas

Pré-tratamento, prensagem,
fracionamento e digestdo

Moagem seca ou Umida,
conversdo bioguimica.

Pré-tratamento quimico e/ou
térmico, hidrélise
enzimatica, fermentacdo e
separagao.

Combinacéo de plataforma
para geracgdo de agUcar
(conversdo bioquimica) e
plataforma de gas de sintese
(conversédo termoquimica)

Conversdo termoquimica:
torrefacdo, pirdlise,
gaseificacdo, separacao de
produtos e sinteses
cataliticas.

Rompimento celular,
extracdo de produtos e
separagdo de produtos.

Planta Piloto/Pesquisa e
desenvolvimento

Planta piloto/Pesquisa e
desenvolvimento

Planta piloto/Pesquisa e
desenvolvimento

Planta Piloto/Pesquisa e
desenvolvimento

Planta Piloto/Pesquisa e
desenvolvimento

Pesquisa e
Desenvolvimento

Fonte: Adaptado (Diep et al., 2014).

O presente trabalho pretende dedicar maior atencéo a biorrefinaria lignocelulosica de

segunda geracdo, considerando como matéria-prima o bagaco de cana-de-agucar residual ao

processo de producgdo de etanol de 12 geracdo a partir do suco da cana-de-agucar. Além desse

residuo, a biorrefinaria lignoceluldsica pode utilizar como matéria-prima os residuos gerados
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na industria da madeira, no setor agricola e municipal. Essas matérias-primas sdo 6timas em
termos de custos e de flexibilidade.

Segundo Kamm et al. (2006), o sistema de biorrefinaria lignoceluldsica é
provavelmente o mais avancado em termos de desenvolvimento de tecnologias, e
possivelmente isto esteja atrelado a necessidade de utilizacdo dessas matérias-primas
renovaveis.

A biorrefinaria lignoceluldsica caminha para a progressdo de uma usina de produgdo
de biocombustivel liquido de 22 geracdo para um sistema mais avancado, gque integra a
producdo de uma ampla gama de coprodutos. Em uma planta de biocombustivel
lignocelulosico de 22 geracdo, grande parte das hexoses € convertida a etanol para maximizar
a producdo de biocombustivel. Em contraste, em uma biorrefinaria lignoceluldsica moderna
todos os acucares na forma de pentoses e hexoses sdo separados e individualmente
convertidos em produtos que agregam valor ao processo. Alguns autores como Cherubini e
Jungmeier (2009) consideram, por exemplo, a producdo de biogas a partir do hidrolisado
hemicelulésico (contendo majoritariamente pentoses) gerado ap6s o pré-tratamento, como
uma alternativa que deve ser inserida dentro do contexto da biorrefinaria lignocelulésica. Um
esquema de uma biorrefinaria lignocelul6sica moderna e integrada é mostrado na Figura 4.3.

Para que a biorrefinaria funcione de forma satisfatdria é necessario a realizacdo de
algumas etapas. Como o intuito deste trabalho é apresentar a possibilidade da producédo de
bioenergia a partir da digestdo anaerébia do HH gerado a partir do processamento da
biomassa, uma atencdo maior sera data as principais etapas que constituem a cadeia produtiva

em uma biorrefinaria lignoceluldsica.
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Figura 4.3: Diagrama de blocos de uma biorrefinaria lignocelul6dsica integrada. Fonte: Adaptado (Cherubini e Jungmeier, 2009), (Kamm e Kamm,
2004; Kumar et al., 2008) e (Carvalheiro et al., 2008)
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Segundo alguns autores como Streffer (2014), em uma biorrefinaria para producao de

bioenergia e bioprodutos, os micro-organismos utilizam acUcares oriundos da celulose e

hemiceluloses. No entanto, a complexidade desses polimeros na biomassa dificulta seu uso de

forma direta. Sendo assim, grandes esforcos estdo sendo feitos para o desenvolvimento de

processos que permitam a recuperacdo dos aglcares contidos nestes polimeros de forma

economicamente viavel. Atualmente algumas etapas sdo aplicadas em uma biorrefinaria para

conseguir acessibilidade aos acUcares oriundos da celulose e hemiceluloses, de modo a

facilitar o seu uso pelos micro-organismos (Taherzadeh e Karimi, 2008). As etapas a seguir

sdo consideradas basicas em uma biorrefinaria lignoceluldsica que visa o aproveitamento dos

acucares e da lignina (Streffer, 2014):

4.3

Etapa 1: Extracdo de produtos primarios obtidos da matéria-prima lignocelulésica.

Etapa 2: Fracionamento da biomassa lignoceluldsica em seus componentes principais

(hemiceluloses, lignina e celulose).

Etapa 3: Hidrolise das hemiceluloses e celulose para obtencdo de aclcares

fermentesciveis (xilose, arabinose e glicose).

Etapa 4. Conversdo de glicose em biocombustiveis (etanol, butanol e biogas) e
bioprodutos (acido succinico, acido lactico, acido levulinico) usando fermentacéo,

digestdo anaerdbia ou reacdes quimicas classicas.

Etapa 5: Conversdo da xilose e arabinose em bicombustiveis (etanol e biogas) e
bioprodutos (acido butirico, acido propiénico e furfural) usando fermentacéo, digestao

anaerobia ou rea¢Bes quimicas convencionais.

Etapa 6: Conversdao da lignina em produtos quimicos através de pirélise, ou sua
queima juntamente com outros residuos gerados no processo, visando a obtencdo de
energia para manter o funcionamento da biorrefinaria e gerar excedentes para possivel

venda no mercado de energia.

Esta tese prop0e a avaliar processos que se enquadram nas etapas 2, 3, 4 e 5.

Biomassa lignocelulosica

Como ja discutido, as biomassas lignocelulosicas apresentam grande potencial para

serem utilizadas como matéria-prima em biorrefinarias. As mesmas sdo consideradas rica

fonte de carboidratos, atrativas economicamente e que podem ser obtidas a partir de diferentes
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fontes. Para explorar com maior detalhe o uso das biomassas lignoceluldsicas como matéria-
prima nas biorrefinarias, € importante uma melhor compreensdo acerca da estrutura quimica

das mesmas.

4.3.1 Estrutura da biomassa lignocelulésica

A maior parte da biomassa disponivel em todo planeta consiste de material
lignocelulosico. Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos majoritariamente de celulose,
lignina e hemiceluloses, juntamente com uma pequena quantidade de outros materiais como
proteinas, extrativos, minerais e metabdlitos secundarios. Para a escolha do melhor tipo de
biomassa lignocelulésica utilizada como matéria-prima nas biorrefinarias, além do
conhecimento acerca da composi¢do da biomassa, outros critérios como a taxa de crescimento
da cultura e a aptiddo para o crescimento em diferentes regides geograficas faz-se necessario
(Rubin, 2008).

O tipo de crescimento da biomassa influencia a composic¢ao estrutural da mesma. A
quantidade de celulose, lignina e hemiceluloses pode variar em funcdo do tipo de biomassa.
Alguns autores como Yi Zheng (2009) afirmam que a biomassa lignocelul6sica contém de
50% a 80% em base seca de carboidratos, que sdo polimeros formados por unidades de
acucares C5 e C6. A composicdo dos seus constituintes majoritarios celulose, hemiceluloses e
lignina podem variar de 40 a 50%, 25 a 35% e 10 a 35%, respectivamente (Yang e Wyman,
2008). A Tabela 4.3 mostra a composicéao de alguns residuos lignoceluldsicos utilizados como

matéria-prima em biorrefinarias.

Tabela 4.3: Composicdo quimica de alguns materiais lignocelulésicos (valores expressos em
termos de massa seca - MS).

Componentes Material lignocelulésico
(%6MYS) Bagaco de cana Residuo de Milho Palha de Trigo Eucalipto
Celulose 39,01 37,69 32,64 48,07
Xilanas 22,05 21,61 19,22 10,42
Arabinanas 2,06 2,42 2,35 0,30
Mananas 0,35 0,38 0,31 1,23
Galactanas 0,46 0,87 0,75 0,74
Lignina 23,09 18,59 16,85 26,91
Acidos Urénicos 2,16 2,99 2,24 4.07
Cinzas 3,66 10,06 10,22 1,22
Extrativos 3,78 5,61 12,95 4,15

Fonte: (Bragatto, 2010).
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A Figura 4.4 apresenta de forma simplificada a estrutura de uma biomassa
lignocelulodsica, em que é possivel visualizar a estrutura de uma célula vegetal, a parede
celular, as microfibrilas e macrofibrilas, bem como seus principais componentes: celulose,

hemiceluloses (polioses) e lignina.

Figura 4.4: Estrutura esquematica da biomassa lignoceluldsica. Os hexagonos na lignina
representam as subunidades: alcool p-cumarilico (H), alcool coniferilico (G) e alcool
sinapilico (S). Fonte: Adaptado (Streffer, 2014).
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Nos vegetais, de forma geral a celulose € o componente mais abundante das paredes
celulares seguido pelas hemiceluloses, o segundo constituinte mais abundante da biomassa
lignoceluldsica e que é responsavel por unir as fibras celulésicas em microfibrilas e as
interligarem com a lignina, criando uma rede complexa de ligacGes que prové forca estrutural
ao vegetal (Wyk, 2001). A lignina pode ser considerada como a “cola” celular, responsavel
por promover ao tecido das plantas e as fibras individuais forca compressiva, e a parede
celular resisténcia contra a deformacdo. Além disso, € responsavel por unir as diferentes
células vegetais e fornecer resisténcia a planta contra insetos e micro-organismos (Rubin,
2008).

Dada a importancia do entendimento aprofundado acerca das unidades principais que
fazem parte da composicdo da biomassa lignocelulésica, especial atencdo serd dada na

compreenséo dos constituintes celulose, hemiceluloses e lignina.
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4.3.1.1 Celulose

A celulose é a base estrutural das células das plantas e é o polimero organico mais
abundante no planeta Terra, representando cerca de 1 x 10'? toneladas da producéo anual de
biomassa, e é considerada uma fonte de matéria-prima quase que inesgotavel frente ao
aumento da demanda por produtos renovaveis e ambientalmente corretos (Klemm et al.,
2005).

Pensando na complexidade da estrutura, segundo alguns autores a celulose ndo pode
ser considerada a mais complexa (Klemm et al., 1998). Porém, este polimero apresenta
influéncia bastante notavel nas reacdes envolvendo os residuos lignocelulésicos. A celulose é
um homopolimero linear composto por unidades de B-D-anidroglucopiranose (AGU) ligadas
por ligagoes glicosidicas do tipo B-(1—4). Considerando o dimero celobiose como unidade
basica de repeticdo, a celulose pode ser considerada como um polimero de celobiose. Na
estrutura da celulose, dois mondmeros de glicose adjacentes sdo ligados pela eliminacdo de
uma molécula de agua e esta ligacdo da origem a celobiose. Uma cadeia de celulose pode
conter até 10.000 unidades de glicose. A Figura 4.5 mostra de modo simplificado a estrutura
molecular da celulose, com as unidades bésicas de celobiose.

Figura 4.5: Estrutura molecular da celulose. Fonte (Klemm et al., 1998).
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Cada unidade de p-D-anidroglucopiranose possui grupos hidroxilas posicionados nos
carbonos 2 (C-2), 3 (C-3) e 6 (C-6), capazes de realizarem reagdes especificas para alcoois
primarios e secundarios. Os grupos hidroxilas localizados nas posi¢des vicinais da estrutura
representam uma estrutura tipica de glicol. Os grupos hidroxilas presentes nos finais das
cadeias de celulose exibem comportamentos distintos. O carbono C-1 anomérico tem
propriedades redutoras, enquanto o grupo hidroxila em C-4 livre é dito ndo redutor. As
hidroxilas encontram-se envolvidas em interacdes do tipo intra- e intermoleculares (Klemm et

al., 1998).
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A unidade de B-D-anidroglicose nas cadeias de celulose assumem uma conformacéo
em cadeira do tipo “C;. Nessa conformag&o, os grupos de hidroxila livres estdo posicionados
no plano do anel, ou seja, em posicdo equatorial, enquanto os 4tomos de hidrogénio estdo
posicionados em posicéo perpendicular, dita axial (Klemm et al., 1998).

Nos vegetais em geral, a celulose é encontrada basicamente nas paredes primarias e
secundarias, sendo que a parede primaria contém de 10 a 40% e a secundéria de 40 a 60% de
desse constituinte (Klemm et al., 2005). Na célula vegetal, a celulose é produzida na forma de
microfibrilas de celulose semicristalinas agrupadas em cadeias lineares. Cada microfibrila de
celulose consiste de aproximadamente 36 cadeias lineares de glicose, cuja organizagdo
determina as propriedades mecénicas da célula e promove o suporte e resisténcia a parede
celular (Emons, 2008). A Figura 4.6 apresenta um esquema ilustrativo que mostra a celulose

na forma de microfibrila presente na parede celular.

Figura 4.6: Esquema da estrutura da celulose nas microfibrilas presentes na parede celular.
Fonte: (Smith, 2007).
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Na estrutura microfibrilar da celulose existem diferentes graus de ordenacéo, regides

cristalinas muito ordenadas e regides de menor ordenacdo. As regibes de elevada
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cristalinidade sdo pouco acessiveis por solventes e reagentes. Em contrapartida, as regides
relativamente desordenadas sdo mais acessiveis e apresentam maior reatividade quimica.

A celulose em decorréncia da sua estrutura ndo pode ser facilmente hidrolisada, e para
que seja possivel a hidrolise, é necessaria a acdo de meios acidos, ou até mesmo o0 uso de
enzimas especificas. A celulose, quando sofre hidrolise, produz exclusivamente o0s
monodmeros de glicose, que podem ser inseridos na biorrefinaria para produgéo de etanol por
meio da sua fermentagdo na presenca de leveduras, ou produgdo de outros compostos
quimicos como: etileno, propeno, buteno, propileno, acidos acrilicos, poliéster dentre outros
(Schuchardt et al., 2001). Sendo assim, a molécula de celulose tem enorme valor comercial

para diferentes setores industriais.

4.3.1.2 Hemiceluloses

Como pode ser visto na Figura 4.6, as hemiceluloses estdo associadas as microfibrilas
de celulose por ligacdes de hidrogénio, e sdo responsaveis por promoverem a unido das
microfibrilas de celuloses adjacentes. As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos com
cadeias menores que as da celulose, porém com muitas ramificagdes. As hemiceluloses
constituem cerca de 20 a 30% do total de massa seca dos tecidos de xilema e tém uma
composicao heterogénea de varias unidades de acgucares, dependendo do tipo de planta. Tais
acucares sdo classificados como xilanas, unidades de B-1,4- D-xilose ligadas, mananas,
unidades de B-1,4-D-manose ligadas; arabinanas, unidades a-1,5-L-arabinose ligadas e
galactanas, unidades de -1,3-D-galactose ligadas (Spiridon e Popa, 2008).

De acordo com alguns autores como Spiridon e Popa (2008), a xilana ¢ um dos
maiores constituintes dos materiais lignocelul6sicos representando cerca de 30%. A sua
estrutura possui um esqueleto linear que consiste de residuos de P-1,4-D-xilanopiranose
ligados. Tais residuos podem ser substituidos com ramificacGes contendo os grupos acetila,
arabinosila e glicoronosila, dependendo do tipo de biomassa.

Em culturas anuais como a cana-de-agucar as principais hemiceluloses séo
representadas por xilanas, mais heterogéneas do que as encontradas em tecidos de madeira. A

Figura 4.7 apresenta a estrutura de xilanas encontradas em culturas anuais.
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Figura 4.7: Estrutura de xilanas encontradas em plantas anuais.
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Em decorréncia das caracteristicas estruturais, as hemiceluloses apresentam maior
susceptibilidade a reagdes do que a celulose. Tal fato deve-se ao maior carater amorfo daquele
guando comparado a este. O carater amorfo das hemiceluloses garante maior acessibilidade
dos reagentes, facilitando principalmente reac6es de hidrolise, como é o caso das reacdes que

ocorrem durante o pré-tratamento por AH (Ebringerova, 2000).

4.3.1.3 Lignina

Em termos de quantidade a lignina é a segunda macromolécula mais abundante da
Terra, ficando atras somente da celulose. A lignina apresenta um papel primordial na estrutura
dos vegetais lignocelulésicos, pois é responsavel por garantir suporte mecéanico as plantas,
caracteristica essa que ajudou na adaptacdo das plantas superiores. A lignina € um
componente caracteristico da lamela média e dos tecidos especializados vasculares,
responsaveis pelo transporte de fluido. No entanto, sabe-se que a maior concentracdo da
lignina esta localizada na regido da lamela média, que nada mais é do que a interseccao entre
duas células. A deposicdo dos mondmeros de lignina na parede celular vai depender da
espécie vegetal, tipo de célula, estagio de desenvolvimento do tecido e condi¢BGes de
crescimento (Jiménez e Rodriguez, 2010). O teor de lignina varia normalmente de 15 a 35%
e, em alguns casos pode ultrapassar os 40% (Kamm e Kamm, 2004). A Tabela 4.4 apresenta o

teor de lignina em algumas biomassas.
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Tabela 4.4: Contetdo de lignina em diferentes tipos de biomassa.

Biomassa Conteudo de Lignina (%)
Bambu 20-24
Bagaco de cana-de-agUcar 18-20
Palha de cereais 6-24
Palha de trigo 16-18
Palha de aveia 17-20
Palha de milho 10-17
Palha de centeio 18-20
Palha de arroz 10-12

Fonte: Adaptado de (Windeisen e Wegener, 2012).

O crescimento da macromolécula de lignina na planta envolve um complicado sistema
bioquimico e quimico que tem sido extensivamente estudado. Varios autores consideram a
lignina como um material polifendlico de estrutura amorfa, que é formado por meio de uma
reacdo de polimerizacdo desidrogenativa dos alcoois, p-cumarilico (H), coniferilico (G) e
sinapilico (S), dando origem as unidades de fenilpropano (C6C3) (Windeisen e Wegener,
2012). A estrutura bésica da lignina € classificada de acordo com dois componentes: uma
parte € aromatica e a outra é a cadeia C3 (alifatica). A Figura 4.8 apresenta as unidades

béasicas da lignina.

Figura 4.8: Unidades basicas da lignina. Fonte: Adaptado (Windeisen e Wegener, 2012)
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A composicdo das unidades basicas da lignina varia muito dependendo do tipo da
espécie vegetal. A Tabela 4.5 apresenta de forma resumida os valores percentuais das

unidades basicas da lignina em diferentes tipos de biomassa.
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Tabela 4.5: Composi¢édo da lignina em diferentes tipos de biomassa.

Biomassa Lignina-H (%) Lignina-G (%) Lignina-S (%)
Madeira Mole <10 >05 2-3
Abeto 5 94 1
Madeira de
29 70 1
Compressdo

Plantas Anuais

Bambu 25 35 40
Graminea 5-33 33-80 20-54

Fonte: (Windeisen e Wegener, 2012).

As unidades de fenilpropano podem ser ligadas por diferentes tipos de ligacdes, porém
existe uma predominancia das ligagdes do tipo B-O-4 e a-O-4. A lignina possui em sua
estrutura grupos hidrofébicos e hidrofilicos. No entanto, como resultado da sua estrutura
tridimensional ela pode ser considerada predominantemente hidrofobica na forma nativa. Ela
é responsavel por garantir hidrofobicidade a parede celular das plantas. A Figura 4.9 apresenta
a possivel estrutura quimica da lignina de madeiras moles (softwood), bem como as principais
ligagOes entre as unidades fenilpropanicas.
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Figura 4.9: Estrutura da lignina presente em madeiras moles. Fonte: (Windeisen e Wegener,
2012).
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4.3.2 Bagaco de cana-de-agucar (BC)

Depois de apresentada de forma genérica, a estrutura e composi¢cdo quimica dos
materiais lignoceluldsicos em topicos anteriores, este topico destina-se a apresentar de forma
mais aprofundada a composic¢ao do BC, biomassa utilizada neste trabalho.

O BC é um residuo lignocelulésico fibroso gerado durante a operagdo de
esmagamento dos colmos da cana-de-agUcar durante a operacdo de moagem para extracdo do
caldo da cana. Essa etapa é utilizada no processo de fabricacdo do aglcar e etanol de 12

geracao.
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A composicdo quimica do BC o torna interessante como uma matéria-prima industrial
de elevada importancia econdmica. A utilizacdo integral deste componente é extremamente
desejavel tanto do ponto de vista econ6mico como ambiental. Atualmente grande parte do
bagaco gerado nas usinas é utilizada para viabilizar e satisfazer as demandas energéticas do
processo de producdo de acucar e etanol de 12 geracao.

O uso mais tradicional para viabilizacdo energética é a producgdo de vapor mediante a
combustdo do bagaco em caldeiras na propria usina. No entanto, estudos realizados
associados a experiéncia industrial do setor sucroalcooleiro, apontam que é possivel suprir as
demandas energéticas de uma usina com praticamente metade do bagago gerado. Sendo
assim, a outra metade poderia ser utilizada para outras aplicacdes como producéo de papel e
celulose, etanol de 22 geragdo e outros biocombustiveis (Orlando et al., 2002).

O BC possui alguns requisitos técnicos e econdmicos como, por exemplo, elevada
reatividade frente a agentes de polpacédo e hidrolise, e o fato de ser considerado um residuo,
que o faz atrativo para ser usado como matéria-prima em biorrefinarias. Além disso, as
caracteristicas composicionais do BC sdo um tanto quanto interessantes, haja vista o elevado
teor de polissacarideos (celulose e hemiceluloses) em sua estrutura.

A constituicdo do BC € resumida por trés fragcdes, cujo percentual depende do
processo agroindustrial utilizado pela usina. Basicamente a composicdo média dos bagacos é:
45% de fibras, 2 a 3% de solidos sollveis, 2 a 3% de sélidos insoltveis. A fibra é composta
em grande parte por fracdo sélida orgéanica, a fracdo de sélidos soltveis, que podem ser
dissolvidos em &gua € composta principalmente de sacarose. Ja a fracdo de sélidos insoluveis,
ou parte que ndo pode ser solubilizada em agua é constituida basicamente de substancias
inorganicas (minerais, fragmentos de solo e materiais estranhos), e é fortemente influenciada
pelas condi¢des de manejo (corte e colheita) e processamento da cana (Canilha et al., 2012).

Parte dos componentes de interesse, hemiceluloses e celulose, pode ser extraidas das
fibras presentes no BC, e isto aumenta o interesse pelo uso deste material em processos de
bioconversdo que visam a producdo de etanol de 22 geracdo, enzimas especificas, xilitol e
producdo de biogds (CH4 e Hy). Mediante a estas vantagens, o bagaco é considerado nao
somente um subproduto da industria sucroalcooleira, mas também um coproduto de elevado
valor agregado (Pandey et al., 2000).

No entanto, para viabilidade do uso deste residuo como matéria-prima, algumas
questdes como: i) entendimento da composicao quimica do bagaco e ii) conhecimento sobre

as técnicas de pré-tratamento, se fazem necessario. Nos ultimos anos, diferentes estudos

40



REVISAO DA LITERATURA

apresentam as diferencas encontradas na composic¢do do bagaco de cana-de-agucar oriundos
do territério brasileiro. A Tabela 4.6 mostra de forma resumida a composi¢do quimica de
diferentes bagacos utilizados em estudos distintos.

Tabela 4.6: Composi¢do quimica (% m/m, base seca) bagago de cana-de-agucar oriundos do
Brasil reportados na literatura.

Referéncia
Componente (Rocha et (Canilha  (Vallejoset (DaSilvaet (Brienzo et (Rabelo
(%) al., 2011) etal., al., 2012)  al., 2010) al., 2009) etal.,
2011) 2011)
Celulose 41,1 45,0 42,6 38,8 42,4 38,4
Hemiceluloses 22,7 25,8 28,3 26,0 25,2 23,2
Lignina 214 19,1 21,7 32,4 19,6 25,0
Cinzas 2,4 1,0 14 2,8 1,6 15
Extrativos 6,8 9,1 2,1 - - -

Fonte: Adaptado (Canilha et al., 2012).

Segundo alguns autores como Canilha et al. (2012), o fato da composi¢do quimica
variar para 0 mesmo tipo de material ndo causa surpresa, uma vez que a grande maioria das
biomassas lignoceluldsicas apresenta 0 mesmo problema. A composicdo quimica depende de
alguns fatores genéticos da planta, do ambiente de crescimento e das condi¢fes de processo.
O conhecimento da composi¢do quimica da biomassa é fundamental para auxiliar no
momento da escolha da aplicacdo e na determinacdo da melhor técnica de pré-tratamento. Um
fator limitante para a utilizacdo de qualquer material lignocelulésico como matéria prima em
uma biorrefinaria é a escolha das melhores técnicas de pré-tratamento para o fracionamento
racional e uso consciente de todos 0s seus constituintes. Tal tema serd abordado no proximo

topico.

4.4  Técnicas de pré-tratamento aplicadas aos residuos lignocelulésicos visando o uso
em bioprocessos

Como visto em topicos anteriores, as propriedades dos residuos lignoceluldsicos
conferem dificuldades para o uso dos mesmos em bioprocessos. Sendo assim, etapas prévias
de pré-tratamento precisam ser utilizadas para viabilizarem o uso de matérias-primas
lignocelulodsicas em processos que envolvem a biodegradago.

Os objetivos do uso das etapas de pré-tratamento sdo, aumentar a area superficial dos
materiais lignocelulosicos, desconstruir a estrutura lignocelulésica de forma a liberar agucares
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oriundos das hemiceluloses, aumentar o acesso dos agentes de hidrdlise aos componentes da
celulose, e reduzir a cristalinidade da mesma (Mosier et al., 2005). Devido a complexidade da
estrutura lignocelulésica estes tratamentos sdo geralmente severos e podem ser classificados
em fisicos, quimicos, bioguimicos e térmicos.

Alguns especialistas apontam que 0s processos de pré-tratamento representam um
custo significativo no uso dos residuos lignocelul6sicos como matéria-prima para processos
de producdo de bioetanol, biogds e bioprodutos de valor agregado (Alvira et al., 2010).
Mediante isto, a busca por um pré-tratamento que garanta elevado desempenho nos
bioprocessos é extremamente importante.

Algumas observacOes sobre as técnicas de preé-tratamento consideradas mais usadas
para biomassas lignocelulésicas estdo sumarizadas na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7: Informagdes sumarizadas sobre as técnicas de pré-tratamento mais utilizadas para o uso de biomassa lignocelulésica em bioprocessos

(inicio)

Pré-tratamentos

Fisicos/Fisico-
Quimicos

Observacdes

Referéncias

Mecanico

Térmico

Vapor/Explosdo
a vapor

Auto-hidrdlise
(“liquid hot
water”- LHW)

Promove a reducdo do grau de polimerizagdo da biomassa. Pode ser utilizado antes de processos de hidrdlise do material
lignocelul6sico visando o aumento de rendimento nas etapas de hidrdlise.

Reduz o tempo de residéncia em processos de digestdo aumentando a taxa de digestéo.

Minimiza a producdo de compostos inibidores.

Apresenta uma elevada demanda energética e na grande maioria das vezes precisa estar associado a outros pré-tratamentos
para obter elevados rendimentos.

Em determinadas condic¢6es pode promover boa solubilizagdo das hemiceluloses, bem como parte da lignina.

Pode ser considerado adequado quando pretende-se utilizar a fragdo hemicelulésica para geragéo de produtos de valor
agregado.

Caso ndo seja otimizado pode produzir grande quantidade de compostos fendlicos.

Condicdes severas de pré-tratamento podem provocar a condensagdo e precipitagdo de lignina sollvel, além de aumentar a
producéo de alguns produtos de degradacdo dos aglcares C5 e C6, tais como furfural (FF) e 5-hidroximetil2-furfural
(HMF).

Temperaturas superiores a 250 °C devem ser evitadas para minimizar a chance de reac6es de pirélise

Podem ser usados para desconstrucdo da biomassa.

Durante os pré-tratamentos a vapor parte das hemiceluloses é hidrolisada formando &cidos como os acidos acético e
férmico.

Os tratamentos envolvendo o vapor incluem o risco de producéo de compostos como FF, HMF e compostos fendlicos em
elevadas quantidades.

Requerem elevadas temperatura e pressdo, o que culmina na necessidade da construcéo de reatores especiais que suportam
condicBes extremas de pressao e temperatura.

Apresenta um bom efeito quanto ao aumento da area superficial da fracdo soélida residual ao pré-tratamento rica em celulose.
Facilita 0 acesso da celulose por parte dos micro-organismos e enzimas.

Quando otimizado pode garantir elevados valores de extracdo de acucares C5, oriundos das hemiceluloses.

Em temperaturas entre 180°C e 200°C podem apresentar efeitos na solubilizacdo de lignina

Quando controlado pode gerar um hidrolisado com menores concentragGes de produtos inibidores quando comparado as
técnicas que utilizam baixos valores de pH, tais como os tratamentos acidos catalisados.

O pH durante o processo é mantido entre 4-7, ndo sendo necessaria a construcéo de reatores especiais.

(Ramos, 2003; Alvira et al.,
2010)

(Brownell et al., 1985;
Bobleter, 1994)

(Brownell et al., 1985;
Laser, Shulman, et al., 2002)

(Bobleter, 1994; Mosier et

al., 2005; Boussarsar et al.,

2009; Diaz et al., 2010; Yu
et al., 2010)

Acido

A solubilizacdo das hemiceluloses e precipitacéo de lignina solvel sdo mais pronunciadas durante o pré-tratamento
utilizando acidos fortes quando comparado ao pré-tratamento usando acidos diluidos.

(Cassini et al., 2006; De Avila e
Guirardello, 2008; Akpinar et
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Alcalino

Oxidativo

Combinados

Térmico e acido

Térmico e
alcalino

Térmico e
oxidativo

A maior vantagem é a elevada solubilizacdo de hemiceluloses.

Existe grande risco na formacdo de produtos de degradacdo volateis.

Em alguns casos a técnica usando acido forte pode ndo ser atrativa para 0s bioprocessos, haja vista a acentuada formacéo de
compostos inibidores e a elevada depreciacdo dos equipamentos.

O pré-tratamento acido diluido é uma técnica promissora, uma vez que a depreciagao dos equipamentos € menor e é
possivel minimizar as reag0es secundarias que ddo origem aos compostos toxicos.

As primeiras reagGes que ocorrem sdo as reagoes de hidrolise, que sdo capazes de atacar ligagdes existentes entre a lignina e
carboidrato.

O rompimento das ligacOes cruzadas provoca um aumento na porosidade e area superficial.

O pré-tratamento pode ser realizado em temperatura ambiente.

O pré-tratamento utilizando hidroxido de sédio é comumente utilizado na indUstria de papel em etapas de polpacéo, o que
garante uma boa compreenséo acerca das variaveis de processo.

Como fator adverso pode ser citado o fato do uso de insumo quimico e necessidade de reatores feitos com materiais que
suportam ataque basico.

Usa agentes oxidantes como peréxido de hidrogénio, o0zbnio e acido peracético.

Em alguns casos os oxidantes podem provocar a perda de hemiceluloses e celulose.

O uso do 4cido peracético ja demonstrou ser altamente seletivo para extra¢do de lignina e ineficiente para remocéo de
carboidratos.

O &cido externo catalisa a solubilizagdo das hemiceluloses, além de diminuir a temperatura 6tima de pré-tratamento,
levando a uma melhoria da hidrélise enzimética do substrato.

As modificagdes na estrutura da biomassa decorrentes da perda de hemiceluloses e lignina podem provocar uma
reorientacdo cristalina da celulose.

O processo pode gerar elevadas quantidades de furanos.

A combinacdo de pré-tratamentos em temperaturas de 100 a 150°C associados a adi¢ao de Ca(OH), ja mostrou-se eficiente
para a remocéo de lignina em biomassas com baixos teores de lignina, entretanto, tal combina¢&o mostrou-se néo efetiva
para biomassas com levados teores de lignina.

O uso de acido peracético associado ao tratamento a vapor € eficiente para remocéao de agucares na forma de oligbmeros.
Grande quantidade de compostos fendlicos é formada, no entanto, alguns deles sdo degradados a acidos carboxilicos.

al., 2010; Canilha et al., 2011)

(Taherzadeh e Karimi, 2008;
Hendriks e Zeeman, 2009; Lei
etal., 2010; Zhang e Yang,
2011)

(Teixeira et al., 1999; Kaparaju
e Felby, 2010; Lucas et al.,
2012; Ayeni et al., 2013)

(Keetal., 2012)

(Chang et al., 2001)

(Ando et al., 1987; Hendriks e
Zeeman, 2009; Kaparaju e
Felby, 2010)
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A Tabela 4.7 apresenta informacdes acerca das principais tecnologias de pre-
tratamento de biomassas lignocelulésicas quando o objetivo € a utilizacdo das mesmas como
matéria-prima para os bioprocessos. A partir das informacgdes fornecidas é possivel afirmar
que a técnica de pré-tratamento por AH possui algumas caracteristicas que a tornam
interessante para o0 uso nas biorrefinarias conforme apresentado no item 4.4.1. Como o
presente trabalho focara atencdo em avaliar o uso do HH gerado durante a etapa de pré-
tratamento por AH para producdo de biogas por DA considerando o conceito da biorrefinaria

da cana-de-agUcar, uma atencdo maior sera destinada ao seu entendimento no préximo topico.

4.4.1 Auto-hidrdlise como técnica de pré-tratamento de biomassas lignocelulosicas.

A auto-hidrélise (AH) ou tratamento hidrotérmico é um processo que permite a
solubilizacdo das hemiceluloses. Esse procedimento consiste no uso da agua como solvente e
nucledfilo nas reacdes de hidrolise das hemiceluloses em temperaturas elevadas (150-200°C)
e altas pressdes (10-40 bar). A principal vantagem desta técnica é o fato de que na mesma néo
€ necessario adicionar insumos quimicos como acidos e bases, e isto faz com que a mesma
seja atraente ambientalmente e economicamente, uma vez que ndo € necessario 0 uso de
reatores especiais confeccionados com materiais resistentes a corrosdo (Taherzadeh e Karimi,
2008). Além disso, a aplicacdo de tal técnica em escala industrial parece ser mais facil uma
vez que é possivel utilizar parte do vapor gerado no processo de producédo de etanol 1G como
fonte de calor.

Durante o pré-tratamento as moléculas de agua podem penetrar na biomassa,
promovendo uma hidratacdo na celulose, solubilizacdo das hemiceluloses e ligeira remocao
de parte da lignina. O tratamento por AH ¢ extremamente efetivo no aumento da
acessibilidade e susceptibilidade da area superficial da celulose, 0 que provoca um aumento
da biodegradabilidade para os micro-organismos e uma melhora da acdo das enzimas
celuloliticas nos processos de hidrélise enzimatica.

Além disso, a AH também é capaz de melhorar a extracdo de agUcares C5, garantindo
a possibilidade do uso racional da fracdo hemicelulésica. Outra vantagem da AH frente aos
pré-tratamentos mais usuais como aqueles que fazem uso de baixos valores de pH, como € o
caso dos pré-tratamentos com &cidos concentrados e diluidos e dos pre-tratamentos por
explosdo a vapor auto catalisados, é o fato da AH gerar um HH com menores teores de
compostos toxicos, tais como, FF, HMF e compostos fendlicos (Zheng et al., 2014). Ademais,
a adicdo de uma etapa para reducdo do tamanho da biomassa ndo se faz necessaria, uma vez
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que durante o pré-tratamento grande parte das particulas sdo desfeitas. Este conjunto de
caracteristicas positivas torna a técnica atraente quanto ao seu uso em larga escala (Zheng et
al., 2014).

A eficiéncia da AH depende do tipo de biomassa, podendo variar em funcdo da
composicdo quimica e das propriedades estruturais da mesma. As condi¢cdes de pre-
tratamento estdo intimamente relacionadas ao tipo de matéria-prima e finalidade de producéo,
ou seja, depende do produto que se deseja obter (biogés, bioetanol ou outros bioprodutos)
apos o pré-tratamento. Diante de tal situacdo passa a ser fundamental o estudo otimizado das
variaveis que mais influenciam o processo (Fernandez-Cegri et al., 2012; Monlau et al.,
2012).

No pre-tratamento por AH, a hidrolise das hemiceluloses é auto catalisada pela
presenca de alguns &cidos organicos gerados pela clivagem das ligacdes entre grupos
substituintes das hemiceluloses, tais quais, O-acetil e acido urénico. A quebra de tais ligacdes
gera no meio, &cido acético e acido glicurdnico, que ajudam a catalisar a solubilizacdo de
oligossacarideos e aglicares monoméricos.

Como os processos de AH ocorrem em condi¢cdes de acidez mais brandas, a
degradacdo dos actcares monoméricos em aldeidos inibidores como FF e HMF é minimizada.
Além disso, em elevadas temperaturas (150 a 230°C) as frequéncias das vibraces das
moléculas de agua aumentam, contribuindo para a reacdo de auto ioniza¢do da molécula. Tal
reacdo gera como um dos produtos o ion hidrénio (H3O") que atua como catalisador (Zheng et
al., 2014). Em regibes subcriticas (100-374°C), a constante de ionizacdo da agua (K)
aumenta com a temperatura, além disso, nesta faixa de temperatura a agua apresenta uma
elevada constante dielétrica que permite uma ligeira solubilizag¢do da lignina. A Figura 4.12

apresenta de forma simplificada um esquema da solubilizagc&o das hemiceluloses.
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Figura 4.10: Esquema representativo para mostrar a despolimerizacao das hemiceluloses em
processos hidrotérmico adaptado de (Ruiz et al., 2013).
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Um grande nimero de hipdteses vém sendo sugeridas nos ultimos anos para explicar o
fendmeno de despolimerizacdo das hemiceluloses em processos hidrotérmicos. Baseado na
teoria das reacOes de superficie de branqueamento aplicadas em madeiras e fibras, proposta
por Liu (2004) e Yang e Liu (2005), em um estudo recente Liu (2010) apresentou um modelo
para extracdo de hemiceluloses durante a AH. No caso da hidrélise acida, o ion H3O" atua
como um catalisador para hidrolisar as ligaces glicosidicas e induzir sua despolimerizacgdo.
A quebra das ligacbes glicosidicas é aumentada quando os oligdmeros sdo distanciados da
superficie sélida, sendo que sob elevadas temperaturas, a elevagdo da constante dielétrica do
meio facilita a difusdo dos oligdmeros para fase liquida. Segundo Liu (2010), o entendimento
do mecanismo de hidrélise das hemiceluloses pode ser muito complicado quando o0s
mecanismos de transferéncia de massa estdo ligados aos mecanismos quimicos. No entanto,
quando vistos de forma separada, pode-se deduzir que o processo de solubilizagdo acontece

em funcéo das reagdes que ocorrem nas seguintes etapas:
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Etapas de formagcéo dos ions H* ou H30™:

H20@q) + H2O@g) == H30"(ag) + OH (ag) 1
R-POACE + H3O"ay &= R-POAC*H" 2
R-POAC*H" (¢ + H,0 &= R-POH*H" ) + HOAC(q) 3
R-POAC*H" (g + H,0 == R-OH*H"( + HPOACuq) 4
HOAC() &2 H'ag) + OACTwag 5
R-POH*H" 3= R-POH + H' () 6
R-OH*H* g &= R-OH + H" (g 7

Etapas envolvidas durante solubilizacdo das hemiceluloses para o0 meio reacional
R-XNOH(g + H30" () == R-X,OH*H"¢) 8
R-X,OH*H"¢ + Hy0 &= R-XnOH*H"(y + HX:OH ) 9
Etapas da reacédo para reduzir o tamanho da cadeia dos oligbmeros em solugédo
HX,OHg + H30" @ == HX,OH*H" 4 10
HX,OH*H" ) + H20 = HXnOH*H" ) + HX:OHg) 11

Para definicdo de tal modelo o autor considera que X, + Xs = X, R denota a celulose
e/ou lignina ligada a biomassa, e P representa um segmento/subunidade de hemiceluloses ou
lignina. J& X,, representa um grupo médio de n-xilo-oligbmero (-O-CsHgOg3-),, enquanto
HX,OH é um n-xilo-oligbmero e HOAC representa a molécula de &cido acético.

Os fenbmenos considerados como importantes para o0 entendimento da
despolimerizacdo das hemiceluloses sdo a transferéncia de massa e as reacdes quimicas
envolvidas durante o processo. O entendimento integrado dos dois fenébmenos pode dificultar
a compreensao do mesmo. Sendo assim, 0 autor sugere que quando se avalia os fendmenos de
forma separada, pode-se deduzir que: i) ions hidrénios formados no meio reacional migram
para a superficie da particula sélida, ii) A quimiosorcdo, decorrente de ligacGes de hidrogénio,
ocorrem na superficie sdlida, iii) as reagdes entre os grupos de xilanas e ions HsO" ocorrem na
superficie, iv) os xilo-oligdmeros dissoluveis sofrem uma dessorcéo e v) os xilo-oligbmeros
dissolvidos difundem e s&o transportados para o seio da solucéo.

Essas condi¢fes de contorno podem auxiliar no entendimento da cinética das reacoes

de despolimerizacdo das hemiceluloses em processos hidrotérmicos como a AH. As Equacdes

48



REVISAO DA LITERATURA

2 e 9 representam a adsorcéo do ion H3O" sobre a superficie da biomassa. Nas Equacdes 2, 3
e 10 estdo representadas as reacOes superficiais nas quais um grupo acetila, um grupo
acetilado, ou xilo-oligdmeros séo clivados a partir da biomassa. As reagdes 10 e 11 mostram o
mecanismo de solubilizacdo dos xilo-oligbmeros. Apds a solubilizacdo, 0os mesmos sao
transformados em mondmeros que posteriormente em meio acido formardo compostos como
furfural, &cido levulinico e férmico.

Além do efeito sobre as hemiceluloses, o processo por AH pode provocar alteragdes
na estrutura da lignina presente na biomassa. A lignina como mencionada anteriormente ¢é a
macromolécula mais abundante formada por compostos fendlicos, cujo precursores sao 0s trés
alcoois, p-cumarilico, coniferilico e sinapilico, sendo que os mesmos estdo ligados entre si por
ligacOes éter (C-O-C) e/ou ligagbes C-C (Ruiz et al., 2013). Nos materiais lignocelul6sicos a
lignina esta sempre associada com as hemiceluloses, ndo somente como uma mistura fisica,
mas também por meio de ligacdes covalentes.

Durante o processamento hidrotérmico, as ligacdes lignina e lignina-hemiceluloses
podem sofrer degradacao, despolimerizacdo parcial, além de alteracGes na organizacdo (Fang
et al., 2008). Para explicar o mecanismo de acdo do pré-tratamento hidrotérmico sobre a
lignina, Zhang et al. (2008) sugeriu um mecanismo em duas fases: 1) reacdo muita rapida
onde fragmentos de lignina com baixa massa molar e elevada reatividade sdo solubilizados
pelo rompimento das ligacdes lignina-carboidratos; 2) reacdo lenta em que os fragmentos
sollveis reagem uns com o0s outros, provocando a recondensacdo e repolimerizacdo da
lignina. Essas reacdes ocorrem na presenca de acidos organicos liberados durante o
processamento hidrotérmico da biomassa.

A despolimerizagdo parcial da lignina e o rompimento das ligagfes lignina-
hemiceluloses produz parte dos compostos fendlicos presentes no hidrolisado gerado no pré-
tratamento hidrotérmico. Em alguns estudos com materiais lignocelulésicos, autores como
Garrote et al. (2004) reportam que as ligacBes éter da lignina sdo rompidas durante o
processamento hidrotérmico, causando uma diminui¢do na massa molar e um aumento da
concentragdo de compostos fendlicos. Além dos compostos fendlicos, Garrote et al. (2008)
tratando casca de cevada a 216°C observou a presenca de varios outros compostos quimicos
possivelmente oriundos da lignina como os &cidos benzoico, galico, siringico e cindmico e 0s
aldeidos 3-4 dihidroxibenzaldeido e seringaldeido. A solubilizacdo da lignina em processos
hidrotérmicos e a geracdo de compostos oriundos da lignina depende das condicOes
operacionais do processo (severidade das condicOes de reacdo) e do tipo de material

lignocelulésico.
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De acordo com alguns autores como Pérez et al. (2007), as varidveis consideradas
mais importantes durante os processos hidrotérmicos envolvendo biomassas lignocelul6sicas
incluem, temperatura, tempo de residéncia, tamanho de particula, razdo sélido-liquido e pH
do meio. A relacdo existente entre a temperatura e tempo de residéncia influenciam
fortemente no processo hidrotérmico. Ballesteros (2002) reportou em seus estudos avaliando a
extracdo de hemiceluloses em residuos agricolas herbaceos, que o aumento da temperatura e
do tempo de residéncia resultou em maior conversdo de hemiceluloses em agucares. No
entanto, quando condicGes severas sdo utilizadas, um maior controle do processo é exigido,
uma vez que aumenta a possibilidade da degradacdo dos acUcares monoméricos. Autores
como Karago (2004) mostram que a preservacdo de produtos como agucares C5 e C6 é
possivel em menores temperaturas e maiores tempos de residéncia.

Além dos fatores mencionados acima, o tamanho de particula da biomassa durante o
processamento hidrotérmico pode limitar a transferéncia de calor. Quando tamanhos de
particulas maiores sdo utilizados ocorre um superaquecimento no exterior das particulas
gerando gradiente de temperatura entre a parte interna e externa, o que resulta em uma
diferenca na hidrdlise (Diaz et al., 2010). Estes problemas podem ser resolvidos integrando as
operacdes unitarias de cominuicdo como etapa prévia ao processo hidrotérmico. As operacdes
de reducdo de tamanho ndo somente alteram o tamanho e a forma das particulas, como
também modificam a area superficial, porosidade e propriedades de fluidez (Ruiz et al.,
2011).

Apesar de alguns autores defenderem a inclusdo de etapas de cominui¢do antes do
tratamento térmico, uma corrente de pesquisadores (Ballesteros, 2000; Mosier et al., 2005)
defende que o uso de tal etapa ndo se faz necessario, uma vez que em muitas biomassas as
particulas se quebram naturalmente quando sdo submetidas a processos de aquecimento em
meio aquoso. Além disso, é muito discutido se as melhorias no processo sdo suficientes para
compensarem 0 gasto energético envolvido durante as opera¢bes de cominuicdo, por tal
motivo no presente estudo optou-se por ndo utilizar uma etapa previa de moagem do BCA.

Segundo alguns autores como Rodriguez et al. (2009), a razéo sélido-liquido (RSL) e a
umidade da biomassa sdo variaveis que devem ser levadas em consideracdo durante o
processo de AH. Tais variaveis podem influenciar na capacidade de penetragdo de calor e de
fons H3O" na biomassa. Um tratamento desigual pode provocar uma maior a¢do sobre a parte
externa da biomassa fazendo com que a parte interna seja menos afetada durante o preé-
tratamento. Autores como Rodriguez et al. (2009) mostram que é possivel obter elevadas

concentragdes de aglcares C5 (xilose e arabinose) e acido acético quando o processo de AH
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ocorre combinando elevadas temperaturas com baixos tempos de residéncia e elevadas RSL.
O fato de se utilizar maiores valores de RSL implica na demanda de menor quantidade de
agua, o que € interessante do ponto de vista de aplicacdo uma vez que metodologias cada vez
mais amigaveis a0 meio ambiente sdo procuradas.

Além das variaveis citadas, a configuracdo dos reatores utilizados no pré-tratamento
por AH pode provocar alteracGes nas caracteristicas do hidrolisado e nos rendimentos do
processo. Os reatores comumente utilizados no processo por AH s&o os reatores em batelada.
Nestes, a particula solida do material lignoceluldsico é misturada com agua em elevadas
temperaturas no reator. Geralmente os processos em batelada apresentam elevados tempos de
residéncia, o que aumenta a probabilidade de geracdo de compostos indesejaveis formados a
partir dos carboidratos ou oligémeros solubilizados durante o processo para fase liquida.

Outras configuracfes usadas sdo 0s reatores semicontinuos. Em tais reatores, a dgua
quente passa sobre um leito fixo de material lignocelul6sico, a reacdo ocorre com baixos
tempos de residéncia para fracdo liquida quando comparado ao reator em batelada, o que
contribui para formacdo de uma menor quantidade de produtos indesejaveis, uma vez que a
fracdo liquida é rapidamente drenada para fora do reator (Ingrama et al., 2009). Na mesma
linha dos reatores semicontinuos, os reatores continuos também podem ser considerados
reatores em que os produtos da fase liquida apresentam baixos tempos de residéncia. Na
maioria das vezes o material lignoceluldsico flui em corrente paralela ou em contracorrente
com a agua. Quando objetiva-se extrair hemiceluloses em elevadas temperaturas e pressées
com elevados rendimentos e baixa geracdo de produtos indesejaveis, tal sistema pode ser
preferido (Rogalinski et al., 2008).

Mediante as informacdes apresentadas sobre a técnica de AH é notéria a viabilidade
de investigagBes mais criteriosas sobre o efeito de tal pré-tratamento e a otimizagdo do mesmo
para diferentes aplicagdes. Sendo assim, um ndmero extensivo de estudos vem sendo
desenvolvidos com intuito de avaliar o uso de tal técnica de pré-tratamento para diferentes
tipos de biomassas com distintas finalidades. A Tabela 4.8 compila algumas informacdes de
estudos realizados utilizando a técnica de AH.
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Tabela 4.8: Breve revisdo da literatura sobre o uso da técnica de pré-tratamento por auto-hidrolise para biomassa lignocelulésica (inicio).

Objetivo principal

Matéria prima

Condicbes do processo

Referéncia

Estudo para obtencéo de substitutos
xilo-oligossacarideos para alimentos
de qualidade

Producdo de xilo-oligossacarideos

Producdo de xilo-oligossacarideos

Remocédo de hemiceluloses e lignina
de bagaco de cana-de-agucar

Comparacéo dos pré-tratamentos
liquid hot water e vapor

Tratamentos para extracdo dos
principais componentes da
Hesperaloe funifera

Otimizacéo das condi¢des para
extracdo de componentes viaveis a
processos em biorrefinarias

Avaliacgéo sobre a geracdo de xilo-
oligossacarideos a partir de dois
residuos lignocelulésicos

Madeira de eucalipto, sabugo de milho,

cascas de cevada e casca de arroz

Lascas de madeira de eucalipto,
espigas de milho, palha de trigo e de
gréos usados em cervejaria

Sabugo de milho, cascas de améndoa,
carocos de azeitona, casca de arroz,
palha de trigo e palha de cevada

Bagaco de cana-de-aglcar

Bagaco de cana-de-agucar

Hesperaloe funifera, nome comum:
luca Vermelha

Palha de milho

Ervas mistas (principalmente
pertencentes a espécie Lolium), e
conchas de sementes de girassol

Temperatura: 150 a 220°C
Tempo: 0,4a0,75h

Temperaturas: 150 a 240°C
razdo liquido-s6lido: 8 ou 10 g/g

Temperatura: 179°C

Tempo: 23 min

Razdo sélido-liquido: 833g/5L de agua (cascas de améndoa,
carogos de azeitonas e casca de arroz; 625¢/5L de agua
(sabugo de milho) e, 300g/5L de &gua (palha de cevada e
palha de trigo)

Temperatura: 200 a 280°C

Temperatura: 170 a 230°C

Tempo: 1 a 46 min

Concentragdo de sélidos: 1 a 8% para liquid hot water e, >
50% para vapor

Temperatura: 150 a 190°C

Tempo: 0 a 20 min

Razdo sélido-liquido: 6 a 10

1° estagio: 15% amonia

Temperatura: 60°C

Tempo: 8 h

Razdo sélido-liquido: 1:10

2° estagio: percolagdo usando agua quente
Temperatura: 190 a 210°C

Fluxo de 20 mL/min por 10 min
Temperatura: 180°C

Tempo: 20 a 60 min

Razdo sélido-liquido: 8kg/kg

(Parajé et al.,
2004)

(Carvalheiro et
al., 2009)

(Nabarlatz et al.,
2007)

(Sasaki et al.,
2003)

(Laser,
Schulman, et al.,
2002)

(Sanchez et al.,
2011)

(Yoo etal.,
2011)

(Gullon et al.,
2009)
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Tabela 4.8: Breve revisdo da literatura sobre o uso da técnica de pré-tratamento por auto-hidrdlise para biomassa lignoceluldsica (continuacéo).

Objetivo Principal Matéria Prima Condicdes do Processo Referéncia

Avaliar os efeitos da variagdo das

condigdes de pré-tratamento sobre a Bagaco de cana-de-acticar Temperatura: 143,32 176,7°C (Vallejos et al.,
concentracdo de xilose e xilo- gag ¢ Tempo: 20 a 70 min 2012)
oligossacarideos

5 i Aa_ant Temperatura: 170 a 210°C (Santos et al.,
Producéo de etanol celulésico Palha de cana-de-agucar Tempo: 5 a 15 min 2014)
Producdo de xilo-oligossacarideos Gréos de cervejaria UBTPRETILIEE 120 2 IHE (Carvalheiro, 2004)

Tempo: 32 a 44 min
Temperatura: 145 a 185°C
Tempo: 8 h

Temperatura: 145 a 190°C
Tempo: até 7,5 h

Estudo da cinética da extracdo de
hemicelulose durante pré-tratamento
Hidrolise de hemiceluloses para
oligbmeros e mondmeros

Avaliar as possibilidades de utilizagéo de
palha de colza como uma fonte de
acucares fermentaveis por meio de pré-
tratamento com &gua quente

Acucar de bordo (Mittal et al., 2009)

Sesbania grandiflora (Yanez et al., 2009)

Temperatura: 161.7 a 230°C

Colza, nome comum: couve-nabica Tempo: 17 a 58,3 min

(Diaz et al., 2010)

(Chandra,
Takeuchi,
Hasegawa, et al.,
2012; O-Thong et
al., 2012)

Palha de trigo, sabugo de milho,

palha de milho, palha de arroz, talo  Temperatura: 100 a 230°C
de girassol e bagago de cana-de- Tempo: 5-20 min

acucar

Producédo de metano a partir da fracéo
solida residual gerada ap6s o pré-
tratamento
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Como pode ser observado na literatura, grande parte dos trabalhos realizados
envolvendo o uso da técnica por AH como etapa prévia de pré-tratamento dos residuos
lignocelulosicos focam as atencbes em avaliar o efeito do tratamento sobre algumas
propriedades fisicas do material como, area superficial, aumento de porosidade e
acessibilidade, e essa preocupacdo baseia-se no fato de que na grande parte os pesquisadores
buscam avaliar a eficiéncia do pré-tratamento sobre a hidrolise enzimatica e na consequente
producdo de etanol celuldsico e outros produtos a partir da fracdo sélida (Peng et al., 2012).

Alguns autores como Carvalheiro et al. (2008) destacam que as hemiceluloses
extraidas durante o processo muitas vezes sdo consideradas um produto secundario devido a
ineficiéncia da fermentacéo dos agucares oriundos da mesma a etanol. Esses autores afirmam
ainda que no que tange o conceito integrado da biorrefinaria de residuos lignocelulésicos, o
HH deve ser considerado um produto primario, uma vez que possui substancias capazes de
serem convertidas a outros produtos que ndo sejam o etanol. Diante disto aumentam-se 0s
esforcos para a realizacdo de estudos que busquem utilizar o HH de forma mais racional.
Além disso, na AH a otimizacao deve ser otimizada, nesse conceito de biorrefinaria integrada,
de tal forma a permitir a maxima producdo de outros produtos como, CH,4 e Hy, a partir do
HH sem sacrificar a posterior producdo de etano celuldsico a partir da fase sélida pré-tratada.

Os processos baseados na fermentagdo sdo comumente preferidos como alternativa
potencial para converter as hemiceluloses em biocombustiveis e produtos quimicos tais como
alcoois superiores, acetona, hidrogénio e acido succinico (Girio et al., 2010). Outra hipétese
levantada por alguns especialistas é a possivel viabilidade de uso dos aclcares C5 para
producdo de biogas por digestdo anaerdbia.

Segundo alguns autores como Mariano et al. (2013), o uso do biogas gerado pela
digestdo anaerdébia pode ser uma alternativa para integracdo do uso das hemiceluloses na
cadeia da biorrefinaria. Avaliando o cenério Brasileiro, essa alternativa mostra-se interessante
uma vez que 0s processos de digestdo anaerobia podem ser favorecidos em paises tropicais.
Ademais, pensando na biorrefinaria da cana-de-aglcar, o uso da fracdo hemicelulsica para
producdo de biogas pode ser uma alternativa interessante para integracdo dos processos de
producdo de etanol 1G e 2G, uma vez que a energia gerada pela queima do biogés pode ser
suficiente para viabilizar energeticamente a implantacdo de uma etapa de pré-tratamento.

Como pode ser visto na Tabela 4.8 séo poucos os estudos que avaliam a viabilidade do
uso da técnica de pré-tratamento por AH para producdo de biogas, principalmente quando

considera-se 0 HH gerado a partir do bagaco de cana-de-agucar. Isto abre a possibilidade de
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novos estudos utilizando essa técnica de pre-tratamento com vistas a producdo de H, e/ou
CHy a partir da fracdo hemiceluldsica.

No entanto, uma dificuldade para o uso do HH gerado principalmente por pré-
tratamentos térmicos e termoquimicos nos processos biolégicos é a formacdo de compostos
toxicos durante o pré-tratamento. A presenca desses compostos € muitas vezes o fator
limitante para os processos de bioconversédo que usam o hidrolisado. Sendo assim, antes da
aplicacdo é necessario avaliar as condi¢Ges de pré-tratamento que geram menores teores de
compostos inibidores aos micro-organismos e, além disso, sdo necessarios estudos que
busquem desenvolver métodos de detoxificacdo do hidrolisado. O tépico seguinte apresentara
brevemente uma revisdo do estado da arte sobre a detoxificagdo de hidrolisados

hemicelul6sicos.

4.4.2 Detoxificacao do hidrolisado hemicelul6sico para uso em bioprocessos

Conforme visto em tOpicos anteriores 0s processos de pré-tratamento térmicos e
termoquimicos de biomassa, na maioria das vezes em funcdo das condicBes operacionais
geram compostos indesejaveis aos bioprocessos. Alguns autores como Mussatto e Roberto
(2004) afirmam que os compostos tdxicos gerados durante 0s processos térmicos e
termoquimicos podem ser divididos em dois grupos: 1) produtos da degradacdo do agucar e 2)
produtos da degradacdo da lignina.

Os produtos gerados a partir da degradacdo dos aclcares em processos térmicos e
termoquimicos saos basicamente o 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) formado a partir da
degradacdo de acucares C6 (glicose), majoritariamente oriundos da celulose, e o 2-
furfuraldeido (FF), formado a partir de aglcares C5 (xilose e arabinose), obtidos da hidrolise
das hemiceluloses. Em processos térmicos auto catalisados efetivos para extracdo das
hemiceluloses como é o caso da AH, é mais comum no hidrolisado a presenca de FF quando
comparado ao HMF. Isso pode ser explicado pelo fato de que em tais processos a
solubilizacdo da celulose e liberagdo de monémeros de glicose é minimizada.

O efeito da presenca desses compostos no processo de fermentacdo dos agucares a
etanol é bastante estudado. Avaliando a produgdo de etanol pela levedura Pichia stipitis,
Roberto et al. (1991) mostrou que em concentracdes menores que 500 mg.L™ o FF nio
apresentou efeito no crescimento celular, enquanto que em concentra¢fes acima de 2000
mg.L™ o crescimento celular foi inibido completamente. Nigam (2001) encontrou que uma
concentracdo de 250 mg.L™ ndo foi suficiente para reduzir a producéo de etanol, no entanto,
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concentragdes superiores a 1500 mg.L™ interferiram na respiracéo e taxa de crescimento dos
micro-organismos. Uma diminuigdo de 94% para 85% foi observada na conversao de etanol.

Em relacdo ao HMF, Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000) mostraram que seu efeito
inibitdrio é similar ao FF, e que ambos sdo responsaveis por provocarem uma grande fase lag
no crescimento dos micro-organismos. Os mesmos autores mostram que a taxa de
crescimento foi reduzida em 43%, 70% e 100%, quando o HMF foi encontrado nas
concentracdes de 500 mg.L™?, 750 mg.L™ e 1500 mg.L™, respectivamente. Martinez et al.
(2001) observou que a producéo de etanol por E. coli a partir de hidrolisado hemicelulésico
gerado a partir do bagaco de cana-de-acUcar foi afetada quando a concentracdo de furanos
totais (HMF + FF) foi superior a 900 mg.L™. O mecanismo que melhor explica a acéo
inibitoria dos furanos aos micro-organismos é a capacidade dos mesmos em alterarem o
processo de replicacdo celular (Klinke et al., 2004).

Além dos furanos, outra classe de compostos inibitorios que podem ser formados e
solubilizados e transportados para 0 HH durante os processos de pré-tratamento sdo 0s
produtos da degradagdo da lignina. Uma variedade de compostos aromaticos, poliaromaticos,
fendlicos e aldeidicos sdo liberados a partir da lignina. Os compostos fenolicos possuem
elevada toxicidade aos micro-organismos. Esses compostos sdo conhecidos por provocarem
alteracdes na divisdo celular e perda da integridade das membranas biologicas, afetando a
habilidade das mesmas em atuarem como barreiras seletivas e matrizes de enzimas. Como
consequéncia, o crescimento celular e assimilacdo de compostos por parte das membranas séo
afetados.

Na literatura vérios estudos foram realizados com intuito de avaliar o efeito da
toxicidade de tais compostos em processos de fermentacdo. No entanto, sdo poucos os estudos
que avaliam o efeito da presenca dessas substancias na eficiéncia da digestdo anaerdbia do
HH. Barakat et al. (2012) realizou um estudo no qual foi avaliado a influéncia da presenca de
furanos e fragmentos de lignina na digestdo anaerdbia. Os resultados mostraram que a
capacidade maxima de producdo de metano foi afetada na presenca de furanos.

Além disso, 0s autores perceberam que tais compostos possuem grande influéncia na
adaptacdo dos micro-organismos, e essa conclusdo foi possivel uma vez que na presenca
desses compostos o inicio da producdo de metano ocorreu sempre depois de um periodo de
adaptacdo. Em relacdo a toxicidade dos compostos derivados da lignina, os autores
perceberam que algumas propriedades como, massa molar, hidrofobicidade e a relacdo de
unidades siringila (S) e guaiacila (G) presentes no fragmento de lignina podem influenciar no

potencial de producéo de metano.
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Grande parte dos estudos que avaliam os mecanismos de toxicidade dos compostos
decorrentes dos pré-tratamento de biomassas séo realizados em sistemas contendo somente
um dos compostos tdxicos. Alguns autores como Mussatto e Roberto (2004) afirmam que no
HH a toxicidade dos compostos pode ser maximizada em funcéo dos efeitos sinérgicos, uma
vez que no HH uma gama de compostos toxicos € encontrada em diferentes concentracdes.

De acordo com Taherzadeh e Karimi (2008) existem quatro maneiras para minimizar a
presenca de compostos toxicos no HH: 1) evitar a sua formagéo controlando as condic6es do
pré-tratamento; 2) detoxificar o HH antes do uso em bioprocessos; 3) desenvolver espécies de
micro-organismos que sejam resistentes aos compostos inibidores e 4) converter 0s
compostos toxicos em compostos que ndo interfiram no metabolismo.

Uma alternativa bastante usada € a detoxificacdo do HH por meio de diferentes tipos
de metodologias, incluindo, bioldgicas, fisicas e quimicas. A efetividade da escolha da técnica
de detoxificacdo depende do tipo de biomassa usada no pré-tratamento, do tipo de pré-
tratamento, do tipo de micro-organismo usado e do produto que pretende ser obtido. Dentre as
metodologias de detoxificacdo do HH pode-se destacar os processos bioldgicos. Em tais
processos uma possibilidade € o uso de enzimas especificas de micro-organismos que atuam
diretamente sobre os compostos toxicos provocando sua alteracdo quimica. Tais enzimas
muitas vezes sdo obtidas a partir de fungos. Joenssona et al. (1998) detoxificou um HH obtido
a partir de madeira com lacase e peroxidase produzidas pelo fungo Trametes versicolor,
promovendo um aumento de 70 % na producéo de etanol. No que diz respeito a utilizagdo da
etapa acidogénica como etapa detoxificante do HH gerado pela AH do BC para posterior

alimentacdo da etapa metanogénica, ndo foram encontrados nenhum estudo na literatura.

45  Producéo de biogas a partir de biomassa lignocelulésica

Como dito em topicos anteriores a busca por uma energia segura e 0 aumento continuo
da emissdo de gases estufas e seu acumulo na atmosfera tem reforcado o interesse pelo
desenvolvimento de tecnologias energéticas baseadas no conceito de energia renovavel. Tal
acdo visa minimizar a dependéncia pelos recursos fdsseis ditos ndo renovaveis (Chandra,
Takeuchi, Hasegawa, et al., 2012).

Algumas alternativas sdo apontadas como promissoras, sendo a mais estudada pela
comunidade cientifica a producédo de bioetanol de 1?2 e 22 geracdo. No entanto, em fungéo de
algumas dificuldades encontradas na implantagdo do processo, 0 uso de outros tipos de

bioenergia como a producdo de biogas vem assumindo um lugar de destaque, principalmente
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quando integradas com a cadeia produtiva da biorrefinaria de segunda geracdo da cana-de-
acucar.

Dentre os processos escolhidos para a producdo de biogéds destaca-se a digestdo
anaerobia. Esse processo € promissor para producdo de energia renovavel, uma vez que é
possivel realizar a conversdo microbiana da matéria organica em biogases com potencial
energético, tais como CH, e Ho.

Comumente os substratos mais utilizados para producdo de biogés incluem efluentes
domésticos e efluentes/residuos industriais gerados em diferentes processos. Além dos
substratos citados anteriormente, 0 uso de residuos lignocelulosicos vem demonstrando
grande potencial para uso em processos de producdo de biogas. A possibilidade de produzir
biogas de diferentes substratos € uma das principais vantagens da digestdo anaerdbia sobre
outros processos como a producdo de etanol. O presente topico destina-se a apresentar as

possibilidades de producdo de CH,4 e H; a partir de biomassa lignocelulésica.

4.5.1 Producdo de CH, a partir de biomassa lignocelulésica

A producdo de CH, a partir de uma variedade de residuos por meio da tecnologia de
digestdo anaerobia esta crescendo em todo mundo e é considerada ideal em decorréncia dos
seus beneficios econdmicos e ambientais. Além disso, outras vantagens oferecidas pelo
biogas sdo: i) pode ser produzido a partir de recursos renovaveis, ii) sua producdo independe
de fontes externas oriundas do petréleo, iii) ajuda na reducdo da poluicdo causada por
residuos organicos, que sao responsaveis por boa parte da poluicdo de agua doce e v) ajuda a
retardar os problemas de gestdo de residuos (Chandra, Takeuchi, et al., 2012b).

Alguns autores como Zheng et al. (2014) afirmam que em termos da relacdo energia
produzida/energia consumida (28 MJ/MJ), a digestdo anaerdbia é o método mais eficiente
para producdo de bioenergia a partir de biomassa, superando 0s processos termoquimicos.
Além disso, apds enriquecimento o biogas a base de CH,4 pode substituir o gas natural na
alimentacdo de motores automotivos ou em motores de combustdo interna utilizados para
geracdo de energia. Desta forma, o CH,; poderia inclusive substituir os combustiveis
produzidos a partir da refinaria de petréleo.

Como dito anteriormente a forma mais usual de producéo de CH, € por via bioquimica
utilizando micro-organismos anaerobios. O processo ocorre na auséncia de oxigénio e é
conhecido como digestdo anaerdbia. O processo de digestdo anaer6bia pode ser dividido em
quatro etapas: i) hidrolise, ii) acidogénese, iii) acetogénese e iv) metanogénese. As fases sao
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realizadas por diferentes tipos de micro-organismos (bactérias e arqueas) que trabalham em
condigdes de relacdo sintrofica entre si. A Figura 4.11 mostra de forma simplificada todas as
quatro fases do processo de digestdo anaerobia, considerando como substrato compostos
obtidos a partir de biomassas lignocelulésicas. Todas as quatro etapas do processo de
degradacdo anaerdbia serdo brevemente discutidas abaixo.

Figura 4.11: Resumo da sequéncia de processos na digestdo anaerdbia a partir de residuos
lignocelulosicos: Adaptado de (Monlau, Barakat, et al., 2013)
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i) Hidrdlise

Durante a etapa de hidrolise no processo de digestdo anaerobia, compostos mais
complexos (proteinas, lipideos, polimeros a base de acUcares e carboidratos) sao
transformados em substancias quimicamente consideradas mais simples e sollveis em meio
aquoso. Esse mecanismo ocorre pela acdo de exoenzimas excretadas por micro-organismos
anaerobios facultativos e/ou estritamente anaerdbios. A hidrdlise dos carboidratos pode
ocorrer em poucas horas ao passo que a hidrolise de compostos mais complexos como
proteinas, lipideos e polimeros (hemiceluloses e celulose) pode levar alguns dias (Taherzadeh
e Karimi, 2008). Nesta etapa 0s micro-organismos anaerdbios facultativos consomem grande
parte do oxigénio dissolvido presente na agua provocando um abaixamento no potencial
redox do meio garantindo assim condi¢cdes ideais para a acdo dos micro-organismos
estritamente anaerdbios. A formacdo dos acUcares a partir dos carboidratos, acidos graxos a
partir dos lipideos e aminoacidos a partir das proteinas ocorrem na etapa de hidrélise. Sendo
assim, essa etapa passa a ser de fundamental importancia para o processo de obtencédo de
biogéas a partir de biomassas lignoceluldsicas. Com intuito de tornar esse processo mais
factivel do ponto de vista de aplicacdo, algumas técnicas de pré-tratamento da biomassa vém
sendo realizadas para facilitar a acdo das exoenzimas liberadas durante esta etapa (Hendriks e
Zeeman, 2009).

ii) Acidogénese

Esta etapa ocorre de forma concomitante a etapa de hidrélise, uma vez que 0s micro-
organismos acidogénicos convertem as substancias mais simples produzidas na hidrélise em
acidos de cadeia curta, moléculas C1-C5 (acido férmico, acido acético, &cido propidnico e
4cido butirico), &lcoois, hidrogénio e CO, A quantidade de ifons H® formada
intermediariamente durante a acidogénese determina os tipos de produtos formados. Além
disso, a pressdo parcial de hidrogénio pode influenciar na quantidade de acidos mais
reduzidos como propionato e butirato, cuja degradacdo € inibida termodinamicamente pela
presenca de elevadas concentragdes de acetato, hidrogénio dissolvido e talvez formiato
(Zheng et al., 2014).

iii) Acetogénese
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Essa etapa € fundamental para gerar substrato para etapa de metanogénese. Durante a
acetogénese 0s micro-organismos convertem &cidos intermediarios (ex.: acido propi6nico,
butirico, valérico, dentre outros) e &lcool em acetato que é o principal substrato dos micro-
organismos metanogénicos acetoclasticos. Estima-se que de 70% a 80% da producdo de
metano em um reator anaerobio advenha dessa rota. As bactérias acetogénicas crescem em
relacdo simbidtica com o0s micro-organismos metanogénicos. Durante esta etapa ocorre a
producdo de hidrogénio e os valores de presséo de hidrogénio sdo fundamentais para manter o
equilibrio dindmico entre as etapas de acetogénese e metanogénese. Caso a pressao de
hidrogénio aumente no sistema a formacéo de acetato pelos micro-organismos acetogénicos é
comprometida, afetando severamente os micro-organismos produtores de CH,4. Para que isto
ndo ocorra, existe a dependéncia de outra classe de micro-organismos metanogénicos, que
utiliza CO, e H, para producdo de CH,, minimizando o aumento excessivo da pressao de
hidrogénio. Sendo assim, fica claro que a elevada conversdo de CHy, a partir de qualquer fonte
de carbono é altamente dependente do equilibrio entre as fases de acetogénese e

metanogénese (Baéta et al., 2013).

iv) Metanogénese

Nesta etapa a formacdo de CH,4 ocorre em condicBes estritamente anaerdbias e pode
ser realizada por micro-organismos metanogénicos acetoclasticos ou hidrogenotroficos. A
diferenca entre as duas espécies é o tipo de substrato utilizado para producdo do CH,4. Os
micro-orgarnimos acetoclasticos convertem moléculas de acetato em CH, e CO,, ao passo
que as hidrogenotroficos convertem CO, e H, em CHy. Para elevadas taxas de producdo de
CH, é necessario que as condi¢fes de crescimento sejam ideais para 0S micro-organismos
metanogénicos e acetogénicos. A etapa de metanogénese é comumente considerada como
etapa limitante para a taxa de producdo de CH,. Esse fato deve-se as baixas taxas de
crescimento especifico apresentada pelos micro-organismos metanogénicos, e a consequente
sensibilidade a mudancas de pH, temperatura e presenca de compostos inibidores (Zheng et
al., 2014).

Quando se trata da digestdo anaerdbia de biomassa lignoceluldsica a etapa de hidrélise
também pode ser considerada uma etapa limitante para o processo biolégico. Isto ocorre em
decorréncia da ineficiéncia da acdo das exoenzimas excretadas na etapa de hidrdlise sobre a
complexa estrutura encontrada nos substratos lignoceluldsicos. Desta forma, para a
viabilidade da producdo de CH,4 a partir de materiais lignoceluldsicos a avaliacdo de
diferentes técnicas de pré-tratamento da biomassa faz-se necesséria, tanto para produgédo do
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biogés utilizando o solido na digestdo anaerdbia em fase solida (Travaini et al.), como através
do uso do hidrolisado obtido por diferentes pré-tratamento pelo processo de digestdo
anaerobia em fase liquida (DA-L) (Cirne et al., 2007).

A digestdo anaerobia pode ser classificada com base no percentual de sélidos totais
(ST). Segundo alguns autores como Zheng et al. (2014), quando o processo de digestdo
anaerobia acontece com quantidade de sélidos totais (ST) superiores a 15%, ele pode ser
considerado como DA-S, ao passo que quantidades de ST inferiores a 15% caracterizam uma
DA-L. Ambos os tipos de digestdo anaerdbia estdo sendo estudados para avaliar a producgéo
de biogas a partir de biomassa lignocelul6sica (Zheng et al., 2009).

A comparacéo entre DA-S e DA-L indica que a DA-L geralmente tem uma maior taxa
de reagdo e menores tempos de retencdo quando comparada a DA-S. Mediante tais vantagens,
muitos estudos envolvendo o uso de técnicas de pré-tratamento vém sendo conduzidos para
producdo de biogas a partir de residuos lignocelulésicos por meio da DA-L em escala de
bancada. A Tabela 4.9 apresenta uma breve revisdo da literatura sobre os estudos envolvendo
a producdo de biogas usando DA-L e DA-S a partir de biomassas lignocelulésicas pré-

tratadas por diferentes técnicas.
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Tabela 4.9: Estudos envolvendo a producdo de CH, a partir de diferentes biomassas lignocelul6sicas pré-tratadas (inicio)

Tipo de Matéria Prima andlgoes do Resultados Referéncias
Tratamento Pré-tratamento

Fisicos

Residuos agricolas: palha de trigo, palha

de arroz, aveia, trevo, bagaco, fibra de

coco, canhamo, cascas de banana, folhas Deloenés et al. 2002:

de couve-flor, biofibras digeridas Tamanho da Melhoria no rendimento de metano superior (Delger A B

AL P . s L. . i . ~ Kaparaju et al., 2002; Bruni
Mecanico Residuos florestais: folhas de Mirabilis particula: 0,003a a 30%. Ocasionalmente, a reducdo no .
. . . o - L, et al., 2010; Kreuger et al.,

Gramineas: grama de despejo e feno de 30 mm tamanho diminuiu a producéo de biogas. 2011)

capim

Fracdo orgénica de residuos solidos

urbanos

Residuos agricolas: palha de trigo, talos

de milho, palha de minho, residuos de

citrinos, polpa de batata, bagaco da palha, . o

biofibras digeridas -FI;.' %)670 ;zlngM%a Efeitos positivos com aumento de pelo (Kobayashi et al., 2004:
Exploséo a Madeira dura: Cedro Japonés, salgueiro, N q ’ | ' " menos 40% no rendimento de metano. ay | ’
vapor bétula t: de alguns Ocasionalmente, efeito zero ou negativo UM, AU

segundos a ’ Teghammar et al., 2010)

Gramineas: junco, Miscanthus, algas
Residuos solidos urbanos: fracdo organica
do residuo, e residuos de papel

Madeira macia: bamboo

poucos minutos

também foi observado.

63



REVISAO DA LITERATURA

Tabela 4.9: Estudos envolvendo a producdo de CH, a partir de diferentes biomassas lignocelulésicas pré-tratadas (continuagdo)

Condicbes do

Tipo de Matéria Prima Pré- Resultados Referéncias
Tratamento
Tratamento
Residuos agricolas: palha de trigo, palha T: 100 a 230°C,
de arroz, frutos vazios de dendg, talosde P:0,1a2,8 . :
Auto- girassol, bagaco de cana MPa, 7 a 220% de aumento no rendimento (ST, Takeucr_u, el 202er
e oy LR o i Chandra, Takeuchi, Hasegawa, et al.,
hidralise Gramineas: Miscanthus e grama hibrida  t: de poucos de metano ,
. 1 ~ : 2012; O-Thong et al., 2012)
Residuos solidos urbanos: fracéo minutos a
organica do residuo, e residuos de papel ~ algumas horas
Re_:3|duos agrlcqlgs: palha de cevada, T 60 290°C
milho, fracdo solida de estrume P-045a35
Extrusio Gramineas: Lolium multiflorum, feno I\/iPé ’ 8 a 70% de aumento no rendimento (Briickner et al., 2007; Hjorth et al.,
peletizado t 4212 min de metano 2011)
Residuos solidos urbanos: fracdo '
organica do residuo
Residuos agricolas: palha de trigo, palha 0 .
de cevada, trigo de primavera, palhade  T: 115 a 300°C gearﬁgtfn%e Zugﬂg?ngoggnc%ngti%os (Jackowiak, Bassard, et al., 2011,
Radiaco aveia, talos de arroz t: poucos ou alcalis '0 de oro or((:;ionar Jackowiak, Frigon, et al., 2011;
¢ Gramineas: switchgrass e grama hibrida  minutos a pode prop Cesaro et al., 2012; Shahriari et al.,

Residuos solidos urbanos: fracdo
organica do residuo

algumas horas

consideravel aumento no rendimento
de biogas.

2012; Sapci, 2013)

64



REVISAO DA LITERATURA

Tabela 4.9: Estudos envolvendo a producdo de CH, a partir de diferentes biomassas lignocelulésicas pré-tratadas (continuagdo)

Ppo de Matéria Prima Condicdes do Pre- Resultados Referéncias
ratamento tratamento
Quimicos
e Residuos agricolas: palha de trigo,
palha de arroz, palha de milho, folhas
de beterraba, milho, feno ensilado, Produtos quimicos: Efeito positivo na maioria dos
bagaco de cana-de-acUcar, colza, talos  NaOH, Ca(OH),, CaO,  casos, com aumento de 3,2% a e
de girassol, bagaco de uva KOH, NHze H,0 130% no rendimento de metano. é?;lzagofel(l)\_l a'\s/lr wiﬁgm?; d';';”;?elzgi%h
. e Residuos florestais: folhas caidas Carga dos produtos Efeito negativo também ocorreu em ; ! . N ’
Alcalino . y PR Wang e Wang, 2010; Zhu e Pan,
e Madeira dura: bétula quimicos: 1a10% (g/g  poucos casos. 2010: Li | 2011 Chand
Madeira macia: abeto e pinheiro matéria seca) No geral, este processo é mais 010; Liew et al., 2011; Chandra,
¢ , . ) o . e , Takeuchi, Hasegawa, et al., 2012)
e Gramineas T:15a170°C efetivo em biomassas que contém
e Residuos sélidos urbanos: fracéo t: 1h a 10 dias mais lignina.
organica do residuo, polpa de papel,
lodo
Produtos quimicos:
H,SO,4, HCI, HNO;,
e Residuos agricolas: torta de 6leo de aHSIZS% Z(I:ilgg CEHIEDE
girassol, residuos de estufa, bagaco de . o .
. . Carga dos produtos Efeito positivo na maioria dos casos
cana-de-acucar, residuos do processo L2 . _
x quimicos: 1 a 4% (g/g com aumento de 20 a 200% no (Xiao e Clarkson, 1997;
SO PIERE, oS0l de matéria seca) rendimento de metano Antonopoulou et al., 2010; Badshah
Acido girassol, fibras de coco, colza, palhas, ' P " ’

samambaia
Gramineas: feno

e Residuos s6lidos urbanos: fracdo
organica do residuo

podendo ser um pouco
maior para acidos
organicos (ex.: 35 a 80%
para &cido acético)

T: ambiente a 170°C

t: de poucos minutos a
30 dias.

Efeitos negativos ocorreram em
poucos casos (por ex.: 2% H,SO,
com colza)

et al., 2012; Monlau et al., 2012;
Monlau, Latrille, et al., 2013)
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Tabela 4.9: Estudos envolvendo a produgdo de CH, a partir de diferentes biomassas lignocelul6sicas pré-tratadas (final)

Tipo de Matéria Prima Condicdes do Pré-tratamento Resultados Referéncias
Tratamento
Produtos quimicos: H,SO4, SO,, H3PO,,

Residuos agricolas: biofibras NaOH com ou sem H,0, 18 a 107% de (Bruni et al., 2010;
Esploséo a vapor digeridas, canhamo, palha de trigo Carga dos produtos quimicos: 0,5 a 4% (g/g aumento no Teghammar et al., 2010;
catalisada Residuos solidos urbanos: fragéo de matéria seca) rendimento de Kreuger et al., 2011,

organica do residuo T: 155 a 220°C metano Nkemka e Murto, 2013)

t:5minalh

Residuos agricolas: palha de trigo,

bioresiduos digeridos, palha de milho,

palha de centeio de inverno, bagaco de  T: 180 a 220°C 34 a136% de (Fox e Noike, 2004;
Oxidagao timida palha de oleoginosa, palha de fava PO,;0al1.2MPa aumento no Petersson et al., 2007;

Madeira dura: salgueiro H,0, pode ser adicionado rendimento de Uellendahl et al., 2008;

Gramineas: Miscanthus t: poucos minutos metano Wang, 2010)

Residuos solidos urbanos: residuos de

jornal e de jardim

. " : Produtos quimicos incluem H,0, com doses 33 a 120% de
It?e5|duos _agrlcolas. AR (e de 1 a 4% (g/g de matéria seca) e NaOH (1  aumento no :
) alos de girassol, sorgo : o - - (Teghammar et al., 2010;

Pré-tratamento Residuos s6lidos urbanos: fracio a 2%) que tem sido utilizado em conjunto rendimento de Michalska et al. 2012-
oxidativo com ' com o H,O, para aumentar o rendimento do  metano. > ’

peroxidos

Liquidos idnicos

organica do residuo e residuos de

papel
Gramineas: Miscanthus

Residuos agricolas: linter de algoddo
desengordurado e branqueado,
residuos de palha de estrume, palha de
trigo, palha de arroz, palha de triticale
(hibrido de centeio e trigo)
Gramineas: jacinto de gua

metano.

T:254a220°C

t: de poucos minutos até 7 dias.
Liquidos idnicos: N-metilmorfolina-N-

6xido monohidratado (NMMO) e cloreto de

1-n-butil-3 metilimidazol (BMIMCI)
Carga do produto quimico: 70 a 85%
T:90a130°C

t:1al5h

Efeitos negativos
também foram
observados.

16 a 1200% de
aumento no
rendimento de
metano

Monlau et al., 2012; Song et
al., 2012)

(Jeihanipour et al., 2010;
Akhand, 2012; Teghammar
etal., 2012; Gao et al.,
2013; Purwandari et al.,
2013)
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A Tabela 4.9 mostra que existem muitos estudos envolvendo a producdo de CH, a
partir de biomassas lignocelulésicas. No entanto, sdo poucos os estudos que avaliam a
producdo de CH, a partir de diferentes técnicas de pré-tratamento para o bagaco de cana-de-
acucar. Além disso, grande parte dos estudos utiliza a fracdo sélida gerada apds o pré-
tratamento como matéria-prima, o que inviabiliza a integracdo da etapa de producéo de biogas
em uma biorrefinaria de etanol celulésico, haja visto que na grande maioria das vezes a fracéo
solida é submetida a etapa de hidrélise enzimatica buscando a produgéo do etanol celulésico.
O uso do hidrolisado obtido apds etapa de pré-tratamento para producdo de mais uma fonte
energia (biogas) como abordado neste estudo, poderia contribuir para o balanco energético

positivo nas biorrefinarias de 22 geragéo.

4.5.2 Producado de H; a partir de biomassas lignoceluldsicas

Como visto em tdpicos anteriores a biomassa pode ser convertida em energia a partir
de: i) processos térmicos, tais como combustdo (calor e eletricidade), gaseificacdo (gas de
sintese), pirolise ou liquefacdo (bio-6leos), ii) processos fisico-quimicos (ex.: biodiesel); iii)
processos bioquimicos para producédo de, CHy, etanol, butanol ou hidrogénio.

O hidrogénio pode ser considerado um bom combustivel para producdo de energia no
futuro. Tal fato deve-se ao seu elevado valor energético, 143 KJ.g*, sendo em termos
massicos a mais elevada de todos os combustiveis, cerca de 2,75 vezes superior quando
comparado a combustiveis de hidrocarbonetos pesados (Kapdan e Kargi, 2006). Além disso, 0
hidrogénio pode ser utilizado em células a combustivel visando a geragdo de eletricidade,
pode ser utilizado como insumo quimico em diferentes setores industriais (ex.: sintese de
amoOnia, hidrogenacdo de Gleos vegetais e reacbes de hidrocragueamento na inddstria do
petréleo, dentre outras).

No presente momento, grande parte do hidrogénio produzido mundialmente é obtida
de combustiveis fosseis através da reforma a vapor do gas natural, pirélise de carvdo ou
eletrolise (Marone et al., 2014). No entanto, o uso de tecnologias consideradas
ambientalmente mais corretas vem sendo amplamente estudadas para a producdo de
hidrogénio. Dentre tais tecnoldgicas destacam-se a producdo de hidrogénio por via bioldgica.
Alguns pesquisadores como Kaparaju, Serrano, Thomsen, et al. (2009) afirmam que a
producdo do biohidrogénio é mais favoravel do ponto de vista energético, uma vez que as
pressdes e temperaturas envolvidas nos processos sdo mais proximas das encontradas em
condicbes ambientes. Isto garante ao processo um balango global energético favoravel. Além
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disso, a producéo bioldgica de hidrogénio abre espaco para utilizacdo de recursos energeticos
renovaveis, os residuos, os quais sdo inesgotaveis.

Dentre os bioprocessos utilizados para producgéo de biohidrogénio podem-se destacar:

1- Biofotdlise da agua por algas;

2- Fermentacdo (dark-fermentation) durante a fase acidogénica da digestdo anaerdbia
da matéria organica;

3- Processos de duas etapas, fermentacdo (dark) e foto-fermentagédo (photo-

fermentation).

Os processos apresentados acima possuem como caracteristica comum o fato de a
producédo de hidrogénio ocorrer por fermentacao ou fotossintese. Os processos dependentes da
energia luminosa, incluem a biofotdlise direta e indireta e a foto-fermentagdo. Os micro-
organismos responsaveis por esses processos sdo as algas, cianobactérias e bactérias
fotossintéticas, respectivamente. Ja o processo de producdo de hidrogénio por fermentacdo
escura, é realizado por micro-organismos anaerébios estritos, facultativos ou aerobios, como
Clostridium, Escherichia e Bacillus, respectivamente (Panagiotopoulos et al., 2009).

A producéo do hidrogénio a partir da agua usando algas consiste em uma separacdo da
molécula de 4gua em jons H* e O, por meio do processo de fotossintese. Os ions H* passam
por um processo de conversdo mediante a acdo da enzima hidrogenase, dando origem a
moléculas de Hjg. A producdo de hidrogénio a partir de algas segundo alguns autores
(Kapdan e Kargi, 2006) é considerada economicamente vidvel e sustentavel, uma vez que a
producéo passa pelo o uso da agua como fonte renovavel e do CO,g, um gas com
consideravel efeito estufa.

No entanto, esse processo apresenta algumas limitacbes como a inibicdo da enzima
hidrogenase na presenca de oxigénio, a dependéncia de fotons (radiacdo solar ou artificial) e o
fato de ndo utilizar residuos como substrato. Avaliando este Gltimo aspecto citado, 0s
processos de fermentacédo (dark fermentation) e foto-fermentacdo levam certa vantagem, pois
a producdo de hidrogénio nesses casos passa pela utilizacdo de residuos como substrato. Tal
fato abre a possibilidade de uso dos residuos lignocelulésicos como substrato para producéo
de hidrogénio (Nissila et al., 2014), embora permaneca a dependéncia de uma fonte de
radiacdo luminosa.

Como o foco do presente trabalho € a producéo de hidrogénio pela fermentagédo durante a fase
acidogénica da digestdo anaerdbia da matéria organica, uma maior atencdo sera dada ao

entendimento do processo de fermentagéo escura (dark fermentation). Esse processo possuli
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algumas vantagens: i) a ndo dependéncia de luz, o que garante a possibilidade de producéo
durante 24 h, com menor gasto energético ii) versatilidade quanto ao tipo de substrato
utilizado (proteinas, carboidratos, &cidos, hemiceluloses, agucares e oligdmeros), iii) elevadas
taxas de producdo de hidrogénio, iv) robustez tendo em vista que a producdo pode ser
realizada em ambientes ndo assépticos e v) simplicidade, tendo em vista que 0s reatores sao
de simples configuragcdo como os reatores de tanque agitado (CSTR) (Valdez-Vazqueza et al.,
2005).

A producdo de hidrogénio pela fermentacdo durante a fase acidogénica do processo
anaerobio pode acontecer por meio do metabolismo de micro-organismos anaerobios ou
facultativos. Os mesmos utilizam carboidrato, proteinas, dentre outras moléculas organicas
como substrato. No entanto, sabe-se que a etapa comum a todos é a formacdo de piruvato,
seguida da etapa de formacdo de acetil-CoA. A formacédo da acetil-CoA pode ser realizada
pela acdo catalitica da enzima piruvato formiato liase (PFL), no caso de micro-organismos
facultativos ou pela acdo catalitica da enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR), no
caso de micro-organismos estritamente anaerobios. Em ambos os casos, o piruvato é usado na
auséncia de oxigénio para formacédo de acetil-CoA, possibilitando a formagdo de ATPs pela
acdo das enzimas PFL ou PFOR (Hallenbeck e Ghosh, 2009). A Figura 4.12 apresenta de
forma esquematica a producéo de hidrogénio a partir de glicose por ambos 0s tipos de micro-

organismos.

Figura 4.12: Producdo de hidrogénio por micro-organismos facultativos (A) e producdo de
hidrogénio por micro-organismos anaerobios estritos (B). Fonte adaptado de (Hallenbeck e
Ghosh, 2009).
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A elevada taxa de producdo de hidrogénio por meio da fermentagcdo exige um
conhecimento aprofundado de algumas condig¢fes tais como: i) tipo de cultura; ii)
temperatura, iii) tipo e concentracdo de substrato, iv) pH e v) tempo de contato (Nissila et al.,
2014). Esses parametros além de influenciarem na taxa de crescimento dos micro-organismos,
também direcionam o tipo de metabolismo que eles irdo realizar. Sendo assim, o
desenvolvimento de estudos que avaliam a producdo de hidrogénio em diferentes condicGes
com distintos substratos e meios de cultura passa a ser de fundamental importancia.

Varios estudos avaliaram o inéculo usado na producéo de hidrogénio e alguns autores
como Baghchehsaraee et al. (2008) e Chang et al. (2010) mostraram a possibilidade do uso de
culturas mistas para producgédo de hidrogénio a partir de diferentes substratos. No entanto, o
uso de cultura pura também € possivel, e em muitas das vezes leva a maiores taxas de
producdo de hidrogénio para uma mesma condicdo quando comparado ao uso de culturas
mistas.

Alguns autores como Pan et al. (2008) e Chong et al. (2009) demonstraram em seus
estudos vantagens relacionadas ao uso de culturas puras. Dentre 0os pontos positivos destaca-
se a facilidade de manipulacdo do meio de cultura por meio de controle de condicGes de
cultivo, possibilitando a reducdo de produtos indesejaveis como &cido propidnico e etanol,
garantindo assim maiores rendimentos de producdo de hidrogénio. Porém, as culturas sdo
muito sensiveis a qualquer tipo de contaminacdo, e seu uso demanda na maioria das vezes
etapas de assepsia, 0 que significa um aumento no custo do processo. Além disso, 0s micro-
organismos podem ser classificados como mesofilicos (20-45°C), termofilicos (40-65°C) ou
hipertermofilicos (65-80°C). A escolha do tipo de indculo, bem como de um micro-organismo
especifico dependera das caracteristicas que cada um possui (Ntaikou et al., 2010).

Conforme apresentado anteriormente, a fermentacao visando a producéo de hidrogénio
permite a utilizacdo de diferentes compostos como substrato. Porém, sabe-se que a producao
de hidrogénio a partir de substratos ricos em carboidratos € maior quando comparada a
substratos ricos em gorduras e proteinas(Nissila et al., 2014). Tal fato abre a possibilidade do
uso de residuos lignoceluldsicos como substratos para producdo de hidrogénio, uma vez que
esses residuos apresentam em suas estruturas elevados teores de agucares e carboidratos nas
formas de hemiceluloses e celulose. No entanto, os elevados teores de lignina encontrados nos
residuos lignoceluldsicos, bem como a elevada cristalinidade da celulose inviabilizam o uso

de tais substratos de forma direta para producédo de hidrogénio.
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Alguns autores como Kaparaju, Serrano, Thomsen, et al. (2009) e Ntaikou et al.
(2010) apontaram a necessidade do uso de técnicas de pré-tratamento da biomassa
lignocelul6sica para maximizar a producdo de hidrogénio. No entanto, grande parte dos
estudos envolvendo técnicas de pré-tratamento de residuos lignoceluldsicos contemplam a
producdo de bioetanol (Kumar et al., 2009).

Dados da literatura apontam que 0s requisitos para um pré-tratamento com vistas a
producdo de bioetanol sdo diferentes daqueles necessarios para producdo de biohidrogénio.
Isto pode ser atribuido as diferencas inerentes a cada processo de producdo. O bioetanol, por
exemplo, é produzido usando culturas puras, desta forma o hidrolisado deve conter maiores
teores de acucares C5-C6 na forma disponivel e menores teores de substancias complexas.

Por outro lado, o hidrogénio em grande escala é produzido por meio de culturas
mistas. Desta forma, os substratos mais complexos como os oligbmeros gerados durante o
pré-tratamento podem ser convertidos através da acdo microbiana a monémeros, e isto,
implica que a hidrdlise durante o pré-tratamento ndo necessita ser completa para que o
hidrolisado seja usado na producéo do Hyg (Colleran et al., 1998). Isto implica em dizer que a
producdo de H, pode ser feita utilizando hidrolisados com maiores teores de oligdmeros
gerados a partir da hidrolise parcial da hemicelulose. Devido as diferencas existentes entre a
producdo de bioetanol e hidrogénio as condi¢cdes dos pré-tratamentos requeridos também
serdo diferentes, podendo a producdo de H, ocorrer em condi¢cdes de pré-tratamento mais
brandas, em que a formacdo de oligbmeros é maior, ou seja, ndo se faz necessario fornecer
energia no sistema suficiente para converter tais oligdmeros em aclcares facilmente
disponiveis como observado para producéo de etanol.

Tal fato abre espaco para estudos envolvendo a avaliacdo de diferentes tipos de pré-
tratamento para distintas biomassas visando a maximizacdo da producdo de H,. Dentre os
estudos realizados destacam-se aqueles envolvendo os pré-tratamentos fisicos (moagem e
fragmentacdo), quimicos (acidos, alcalinos e liquidos ibnicos) e fisico-quimicos (auto-
hidrolise e explosdo a vapor). A Tabela 4.10 apresenta de forma compilada os estudos
apresentados na literatura utilizando diferentes tipos de biomassa lignoceluldsica, condicdes
de processos, tipos de inoculos e tipos de pré-tratamento, visando a producéo de Hy a partir

da fermentacédo (dark fermentation).
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Tabela 4.10: Estudos envolvendo o uso de residuos lignoceluldsicos para producao de H, a partir de fermentacéo (inicio)

Método de Condigdes do Pré- Substrato Cultura Temperatura pH  Rendimento de Referéncias
Pré- tratamento (°C) H, em termos de
tratamento hexoses
Auto- 180°C Palha de trigo Cultura enriquecida 70 nr 1,59 mol.mol™ (Kongjan e Angelidaki,
hidrdlise 2010)
Nr Palha de trigo Cultura enriquecida 70 nr 2,56 mol.mol™ (Kongjan et al., 2010)
170°C Alga marinha Lodo digerido 35 nr 110 L.kg™ (Jung et al., 2011)
(Laminaria anaerobiamente
japonica)
Exploséo a H,O, 220°C, 1,2% Palhade milho Lodo digerido 35 55 2,84 mol.mol™ (Datar, Huang, Maness,
vapor (LLY  de  H,SO,, Mohagheghi, Czernik,
190°C Chornet, et al., 2007)
1% (kg:'L™") de H,SO, Talos de milho Clostridium 37 nr 82 L.kg? (Rena et al., 2008)
121°C acetobutylicum
1,5 Mpa Talos de milho Clostridium 35 nr 68 L.kg* (Li e Chen, 2007)
nutyricum
Liquido 10%(kg-kg™) Celulose Thermotoga 80 75 1,22 mol.mol™ (Quemeneur et al.,
16nico [C4smim]CI neapalitana 2012)
Acido Diluido 0,2% (L.L™) HCI Residuos de borra Composto de esterco 36 65 69 L.kg™¢ (Fan et al., 2006)
de cerveja de vaca
4% (kg.L™") HCI Borra de cerveja Farelo de cereais 35 70 53Lkg'® (Cui et al., 2009)
0,5% (L.L™) H,SO, Polpa de mandioca Clostridium 36 55 2,76 mol.mol™ (Phowan et al., 2010)
butyricum,
Enterobacter
aerogenes
1% (kg.kg™) HCI Sabugo de milho  Esterco de vaca 36 8,0 110 L.kg™ (Pan et al., 2008)
0,2% (L.L™) HCI Residuos de talos Composto de esterco 36 7,0 150 L.kg™ (Zhang et al., 2007)

de milho

de vaca
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Tabela 4.10: Estudos envolvendo o uso de residuos lignocelulésicos para producdo de H, a partir de fermentacéo (final)

Método de

Rendimento de

Pré- CondigGes do Pre- Substrato Cultura Tempoeratura pH H, emtermos  Referéncias
tratamento (°C)
tratamento de hexoses
; . Thermoanaerobacterium -
0 1 1
1,7% (L.L™) H,SO,  Palha de milho thermosaccharolyticum 60 7,0 2,24 mol.mol (Caoetal., 2012)
0 -1
|1_|088C§° (kg-kg™) Palha de milho Clostridium thermocellum 55 6,8 1,67 mol.mol™ (Lalaurette et al., 2009)
2 4
4% (kg.L™) HCI Graminea Farelo de cereal 35 70 72Lkg'® (Cui e Shen, 2012)
Acido Diluido H,SO, (pH 2,5) Trigo moido Lodo anaer6bio 55 59 2,4 mol.mol* (Cakir et al., 2010)
2% (L.L™) HCI Palha de aveia Lodo anaero6bio 30 55 2,90 mol.mol*  (Arriaga et al., 2011)
4% (kg.L™) HCI Palha de soja Farelo de cereais 35 70 60L.kg™® (Han et al., 2012)
4 bagaco de cana-de- _— . 1 .
0,5% (L.L™) H,SO, acdicar Clostridium butyricum 37 55 1,73 mol.mol (Pattra, Sakchai et al., 2008)
1% (L.L™) H,S0, bagago de cana-de- Esterco de elefante 37 6,5 0,84 mol.mol™ (Fangkum e Reungsang,
acucar 2011)
= _ 0 -1 =
M,'C.m ondas  1,6% (kg.L") H,SO,  Oleo de tronco de Lodo anaerdbio 55 6,0 0,71 mol.mol™  (Khamtib et al., 2011)
e acido + 450W palma
Acido 0 1 , 1
concentrado 10% (kg.L™) H,SO,  Celulose Thermotoga neopolitana 80 75 0,95 mol.mol (Nguyen et al., 2008)
55% (L.L") H,SO,  Celulose de algodao Cultura mista 37 82 099mol.mol* (Chuetal., 2011)
55% (L.L™) H,SO., Palha d d Lmol _ |
40°C alha de arroz Lodo 37 7,0 0,44 mol.mo (Liuetal., 2013)
. 1% (kg.kg™ Residuos de talos de Residuo de madeira g
Alcalino Ca(OH), milho apodrecida 60 7,0 155L.kg (Cao et al., 2012)
NaOH (pH 12,5) 5:5;?;23 de frutas e Lodo de esgoto 35 56  0,73mol.mol™  (Ruggeri e Tommasi, 2012)
2% (kg.kg') NaOH  Sabugo de milho Esterco de laticineo 36 70 142 Lkg*® (Pan et al., 2010)
Acido e 0,1% (L.L™") H,SO,+ Oleo de tronco de . 1 .
Alcalino 0.1% (L.L'l) NaOH*  palma Lodo anaerébio 60 6,2 2,24 mol.mol (Hniman et al., 2011)
Acido e H3PO, + Isolado Bagaco de cana-de- . 4
Bacteriano celulolitico accar C. butyricum 35 7,5 1,08 mol.mol (Loetal., 2011)
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Os resultados dos estudos apresentados na literatura mostram que a producéo de
hidrogénio pelo processo de fermentagdo utilizando como substrato os hidrolisados obtidos a
partir do pré-tratamento de residuos € um método promissor para producdo de energia
renovavel. No entanto, foi possivel perceber que a grande maioria dos estudos desenvolvidos
direcionam suas atencfes para avaliacdo da producéo de hidrogénio em um Unico estagio, ndo
foram encontrados que avaliavam a etapa acidogénica com a etapa metanogénica. Os estudos
envolvendo a producgdo de hidrogénio em escala continua sdo mais restritos. Tal fato abre a
possibilidade para realizacao de estudos nesta area, principalmente em sistemas de duas fases,
gque empregam um reator metanogénico recebendo o efluente do reator acidogénico.

A revisdo da literatura também mostra que apesar da existéncia de estudos envolvendo
diferentes tipos de pré-tratamento (auto-hidrolise, exploséo a vapor, liquidos i6nicos e micro-
ondas), grande parte dos estudos ainda contempla o uso de pré-tratamentos classicos como 0s
acidos e alcalinos. Além disso, ndo foram encontrados estudos que avaliassem as

caracteristicas da etapa acidogénica utilizando como substrato o HH obtido pela AH do BC.

4.5.3 Uso da técnica de pré-tratamento por auto-hidrolise da biomassa lignocelul6sica

com vistas a producéo de biogas (CH, e Hy)

Grande parte dos estudos envolvendo o uso da técnica de pré-tratamento por auto-
hidrolise da biomassa lignocelulésica visando a producao de biogas (CH4 e Hy) otimizaram as
condicdes do pré-tratamento com intuito de garantir a producdo de hidrolisados com elevados
teores de aclcares C5-C6. No entanto, para que tais condi¢fes sejam atingidas sdo necessarias
condicdes extremas de temperatura e tempo de contato, 0 que inviabiliza 0 uso do processo
em escala industrial. Além disso, nessas condi¢Ges a producdo de compostos tdxicos como 0s
furanos pode ser maximizada, comprometendo a atuacdo posterior dos micro-organismos
produtores de metano e hidrogénio. Outro aspecto da revisdo de literatura que merece ser
destacado refere-se as poucas referéncias que discutem a influéncia de diferentes condicOes de
pré-tratamento por auto-hidrélise na producdo de biogas a partir do HH. E necesséario dar
enfoque & composicdo ideal do hidrolisado em termos de concentragdo de agucares,
concentracdo de oligbmeros, lignina solGvel e furanos, para atingir elevados rendimentos de

producdo de biogas.
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Contribuicao do Trabalho

O presente trabalho busca avaliar qual condicéo de pré-tratamento por auto-hidrolise é
considerada ideal para producdo de CH, e H,. A avaliacdo das relacbes existentes entre as
condi¢cdes do pré-tratamento e a composicdo ideal para o hidrolisado obtido apds o pré-
tratamento também sera objeto de estudo. A separagdo espacial da etapa acidogénica da etapa
meanogénica juntamente com os efeitos da inclusdo dessa etapa na elevagdo da performance
da metanogénese serd avaliada. Espera-se que este trabalho forneca informacdes relevantes
sobre as condicdes de processo mais adequadas a producédo de biogas utilizando o HH gerado

pelo pré-tratamento por auto-hidroélise do BC como substrato.

75



MATERIAIS E METODOS

5 MATERIAIS E METODOS

Os itens que compdem este capitulo pretendem apresentar as caracteristicas gerais das
principais metodologias e aparatos experimentais utilizados para realizagdo da pesquisa. Os
procedimentos usados para caracterizagdo da biomassa, bem como as principais técnicas
analiticas e os procedimentos experimentais serdo apresentados. Os detalhes associados a

cada etapa das investigacdes serdo expostos nos respectivos capitulos.

5.1 Preparo do bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana utilizado foi fornecido por Jatiboca Usina de Aclcar e Etanol (Ponte
Nova, Minas Gerais, Brasil), sendo o mesmo pertencente a safra de 2012/2013. O bagaco de
cana-de-acgucar foi submetido a um processo de lavagem com agua destilada a 70°C por um
periodo de 1 h sob agitacdo mecénica constante. Esse procedimento visou a remocdo dos
acucares residuais do processo de moagem da cana-de-acUcar feito pela usina. Apds esse
procedimento o bagaco de cana-de-acUcar foi armazenado em ambiente com temperatura

inferior a 0°C para melhor conservagao.

5.2  Caracterizagdo do bagaco de cana-de-agucar

5.2.1 Determinacgéo do teor de umidade

A determinacéo dos teores de umidade das amostras foi realizada em balanca OHAUS
modelo MB25. Cerca de 1 g de amostra foi pesada na balanca termogravimétrica. O
equipamento aqueceu a amostra até 105°C por um periodo de tempo até que a variagdo do
teor de umidade fosse minima, menor que 5%. O teor de umidade foi calculado por meio da

equacéo (5.1)

U,% — [mtoml 7mseca jx 100

n

toral

(5.1)
em que U é a umidade da amostra (%), mseca € @ massa seca (g) obtida apos o teste e

Miotal € @ Massa total (g) utilizada no teste.
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5.2.2 Determinacao do teor de extrativos

Para quantificagdo dos extrativos presentes na biomassa utilizou-se 10,000 g de BC
em base seca. A massa de BC foi adicionada em um cartucho especial para extracdo do tipo
Soxhlet, previamente pesado e tarado. Em um baldo volumétrico de de 500 mL adicionou-se
125 mL de ciclohexano e 125 mL de etanol (99%). O sistema de extracdo foi montado e a
biomassa foi submetida a uma extracdo por 48 h. Apds a etapa de extracdo o cartucho
juntamente com a biomassa foram lavados com abundéncia de &gua (100 mL). Apds a
lavagem o cartucho foi levado a uma estufa para secagem ajustada em 60°C por 72 h. Apos a
etapa de secagem o sistema cartucho mais biomassa livre de extrativos foi pesado. Para
realizacdo dos célculos de perda de massa uma amostra de biomassa foi retirada e submetida a
analise de umidade. O teor de extrativos foi entdo determinado por gravimetria.

5.2.3 Determinacéo do teor de inorganicos

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

gravimetricamente e calculado segundo a equacéo (5.2).
A . m/'
Inorganicos,% =| —— |x100
m.

1

(5.2)
em que ms € a massa final (g) apds a calcinacdo e m; € massa inicial (g) de amostra

livre de umidade.
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5.2.4 Determinacao do teor de lignina

5.2.4.1 Teor de lignina insoltvel pelo método Klason

O teor de lignina insoluvel da amostra foi determinado segundo a Norma TAPPI T222 om-02,
modificada de acordo com o descrito a seguir. Pesou-se cerca de 0,7133 g (base seca) de
bagaco de cana-de-acucar livre de extrativos previamente moido (40-60 mesh) e transferiu-se
para um tubo autoclavavel de 500 mL contendo 10,7 mL de solucdo de &cido sulfdrico 72%
(d=1,6338 g/mL).

A mistura bagacgo/acido permaneceu em agitacdo sobre uma chapa magnética por um
periodo de 2 h. Apo6s o término da chamada fase de condensacdo iniciou-se a etapa de
hidrélise. Durante esta etapa o &cido foi diluido a uma concentragdo de 3% (m/v)
adicionando-se aos tubos autoclavaveis 400 mL de agua destilada. Posteriormente os tubos
foram levados a uma autoclave previamente aquecida a uma temperatura de 121°C, por onde
permaneceram por 1 h. Passado a etapa de hidrolise iniciou-se a etapa de filtracdo. Nesta
etapa a solucdo foi filtrada a quente em funil de placa sinterizada do tipo ASTM 10-15M
previamente seco em estufa a 105°C por 1 h e tarado.

O cadinho juntamente com o material insolGvel presente no mesmo foi levado para
uma estufa de secagem com recirculacao de ar a 80°C por 24 h. Apo6s este tempo, os cadinhos
foram levados a um dessecador, onde permaneceram até peso constante. Apos esta etapa o
cadinho pesado foi levado a mulfla a 525°C por um periodo de 2 h. Posteriormente 0s
cadinhos foram retirados e levados ao dessacador até peso constante. Isso foi feito para
desconsiderar a fracdo inorganica insollivel. Nesta etapa, considerou-se que toda a matéria
organica perdida no processo de carbonizacdo era lignina insoltvel. O teor de lignina
insoltvel foi determinado gravimetricamente e calculado segundo a equacéo 5.3.

Lignina,% = (Wifj =100

.

1

(5.3)
em que ms € a massa de lignina (g) residual e m; é a massa inicial(g) de amostra livre

de umidade.

5.2.4.2 Teor de lignina solavel

Para determinacdo do teor de lignina solavel utilizou-se como amostra o filtrado
obtido durante a determinagéo da lignina insoltvel pelo método Klason. A quantificacdo da
lignina solavel foi feita por meio de medida de absorbancia em 215 nm e 280 nm, seguindo
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metodologia adaptada por (Marabezi, 2009). As concentracBes de lignina soltvel foram
calculadas utilizando a equagéo 5.4.
(4.53x Ay )— Ay,
300 (5.4)
A equacdo 5.4 ¢ resultante da solucdo simultanea de duas equacdes:
Az =0,68 Cp + 18 C.
Az5=0,15Cp+ 70 C.

Clg/L)=

Sendo:
Azgo = valores de absorbancia da solucéo a 280 nm.
A,15 = valores de absorbancia da solucdo a 215 nm.
Cp = concentracdo de carboidratos (g/L).
C. = concentracéo de lignina soluvel (g/L).
Os valores 0,68 e 0,15 sdo respectivamente as absortividades molares dos
produtos de degradacdo dos carboidratos (FF e HMF) em 280 nm e 215 nm,
respectiviamente, e os valores 18 e 70 sdo as absortividades molares da lignina soltvel

em 280 e 215 nm, respectivamente.

5.2.5 Determinacgao dos teores de celulose e hemiceluloses

Os teores de celulose e hemiceluloses foram determinados pela analise cromatogréfica
dos componentes da solucéo resultante do método de determinacédo do teor de lignina Klason
(ver item 5.2.3). Essa determinacdo foi realizada por meio da deteccdo dos seguintes
compostos no hidrolisado: celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido formico, acido acético,
2-furfuraldeido (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF).

As analises dos acgUcares foram realizadas em um cromatografo de fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE) modelo SHIMADZU equipado com detector de indice de refracdo (RID-
6A SHIMADZU) e coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm BIO-RAD). A mistura eluente
foi composta de acido sulfarico 0,005 mol/L e o fluxo no qual o eluente foi bombeado para o
sistema foi de 0,6 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida em 45°C em um forno
modelo CTO-10A SHIMADZU.

As condigdes cromatograficas para determinacdo dos acidos organicos, FF e HMF
foram iguais as usadas para a determinacao dos agucares. A unica mudanca foi em relacdo ao
tipo de detector usado para quantificagdo dos compostos. Os &cidos e aldeidos foram
detectados com auxilio de um detector UV-Vis (SPD-10AV SHIMADZU) operado em canal

79



MATERIAIS E METODOS

duplo, sendo o comprimento de onda de 210 nm usado para determinagdo dos acidos e o de
274 nm para andlise do FF e HMF.

Apos a quantificacdo dos compostos por cromatografia as massas de celobiose e
glicose foram convertidas em quantidade de glicanas; as massas de xilose e arabinose em
xilanas e arabinanas respectivamente, e a massa de acido acético convertida em grupos
acetila. Além disso, os teores de HMF foram convertidos em glicanas e os de FF em xilanas
multiplicando-se a quantidade de HMF e FF pelos fatores de hidrdlise 1,286 e 1,375,
respectivamente. A conversdo dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses

foi feita de acordo com as equacdes 5.5 e 5.6.

C&IHI]O 56 u/ “(0’ gjcreﬁoﬁiﬂm) +m’gcgﬁmse.) +(3?52Criﬂu‘nfdmfm )—(1’ 29CH,UF ) VH;O—HﬁGJ 1
s D=4

%100
{ m

(5.5)

[ 0.88C. + 0.88C

arabinose

+ 11375Cﬁuﬁmr{ }IG[;O’H:SOJ

xilose

x100
(5.6)

Polioses,% =
m

I

5.2.6 Balanco de massa

O balanco de massa para 0s componentes do bagaco de cana-de-agUcar foi calculado
utilizando a equagéo 5.7.

Balango de massa,%=C+P+L, ...+ 57)

onde C é o teor de celulose (%), P o teor de polioses (hemiceluloses) (%), L o teor de lignina
(solavel + insoltvel) (%) e I o teor de inorganicos (%).

5.3  Ensaios de auto-hidroélise

Os ensaios de auto-hidrdlise do bagaco de cana-de-acUcar foram realizados em dois
tipos de reatores tubulares de ago inox 316 L do tipo autoclave com anel de vedagéo de
politetrafluoretileno (PTFE), um de 208 mL de volume util usado para o0s ensaios gerados
pelo planejamento experimental Doehlert (Pedersen e Meyer) e outro de 475 mL de volume
atil usado nos ensaios gerados pela ferramenta de desejabilidade. Para o aquecimento dos
reatores durante a etapa de hidrélise utilizou-se um banho termostatizado de 25 L contendo
glicerina como fluido de aquecimento. As temperaturas ideais foram programadas e

monitoradas com auxilio de um termopar. O conteddo de agua do bagago de cana foi
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contabilizado somente nos balangos de massa. Nos 19 ensaios realizados pelo planejamento
experimental Doehlert (Pedersen e Meyer) a massa de BC utilizada foi 10,00 g (base seca). Ja
para os ensaios gerados pela ferramenta de desejabilidade, a massa de BC utilizada foi de
30,0000 g. Apds o pre-tratamento, o reator foi imediatamente resfriado num banho de gelo e
aberto, e o BC pré-tratado foi prensado a 9 toneladas em uma prensa hidraulica da marca
SOLAB®. O volume da fracdo liquida liberada ap6s prensagem foi medido e posteriormente
parte do hidrolisado hemicelulésico (HH) foi filtrado em filtros de nitrocelulose com
tamanhos de poros de 0,45 um. Os filtrados foram submetidos a cromatografia para
quantificacdo dos acUcares, acidos organicos, FF e HMF conforme a metodologia descrita na
secdo 5.2.5. Além da caracterizacdo cromatografica, parte do HH filtrado foi submetido a uma
andlise de carbono organico total solivel (COT) e lignina soltvel. Uma quantidade de HH
sem filtrar foi reservada para os ensaios de DA.

O BC preé-tratado (fracdo solida) foi seco (sem lavagem ap0s prensagem) numa estufa
de circulacédo forcada de ar a 85°C durante 24 h, transferida para um dessecador para resfriar e
depois pesada. A perda de massa (PM) foi determinada gravimetricamente e a remocéao de
hemiceluloses (RH) foi estimada usando a Eq. 6.8.

Yau—
HCss — [HCan-5c 4"~/ 100)]
RH % = x 100 (4.8)
HCpe

em que RH é remocdo de hemiceluloses (%), HCan.sc € HCgc S0 0s contedo de

hemiceluloses no BC ap6s e antes da AH, respectivamente, e Yau.sc (%) € 0 rendimento da

AH (Y = 100 - PM).

5.4  Quimicos

Os reagentes usados durante a execucdo do trabalho foram ciclohexano, etanol
(99,5%) e acido Sulfurico (95-98%), todos adquiridos da empresa Synth (Brasil). Padrbes
cromatograficos como celobiose (cel), D-glicose (Glic), D-xilose (Xil), L-arabinose (Arab),
acido acético (HAc), formico (HFor), propiénico (HProp), isobutirico (HIso), butirico (HBut),
valérico (HVal), isovalérico (HIso), 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) e 2-furfuraldeido
(FF) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Brasil).
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55 Caracterizagdo do hidrolisado hemicelulésico

A concentragéo de carbono organico total (COT) nos hidrolisados provenientes da AH
foi determinada utilizando um equipamento analisador de COT soldvel modelo TOC-L
CPH/PCN da marca SHIMADZU.

Os xilo-oligdbmeros (XOS) presentes nos hidrolisados foram determinados tal como
descrito na metodologia NREL LAP-015. Os XOS foram hidrolisados por meio de um
tratamento &cido de uma amostra de hidrolisado nas seguintes condicdes: razédo
hidrolisado/agua de 1:10 (v/v), 4% em peso H,SO4 a 121°C durante 1 h. Os produtos gerados
apos o tratamento &cido tais como acucares, acidos, FF e HMF foram quantificados de acordo
com a metodologia descrita anteriormente no item 5.2.5. O teor de XOS foi estimado a partir
da diferenca observada na concentracdo de aglcares monoméricos e produtos de degradacéo
dos acucares encontrados nos hidrolisados, antes e depois do tratamento acido. Os teores de
acucares, furanos e acidos foram determinados de acordo com metodologia descrita no item
5.2.5.

5.6  Quantifcacdo do biogas

A producdo de biogas foi monitorada até a estabilizacdo e a composicdo do gas foi
medida por um cromatdgrafo gasoso (CG) SHIMADZU, modelo 2014, equipado com um
detector de condutividade térmica e uma coluna capilar de peneira molecular (5A) da Marc
Restek preenchida com fase estacionaria Msieve 5A. Todos os valores de potencial
bioquimico de metano (PBM) e hidrogénio (PBH) (Nm3.kg COT-1) estdo apresentados sob
condicbes normais de temperatura e presséo (CNTP: 273K; 101315 Pa).
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6 OTI,MIZAQAO DA AUTO-~HIDROLISE DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR PARA PRODUCAO DE METANO A PARTIR DO HIDROLISADO
HEMICELULOSICO EM UM CONCEITO DE BIORREFINARIA

Destaques do trabalho

A AH do BC foi otimizada pelo planejamento experimental para se obter o hidrolisado
hemiceluldsico com maior capacidade de producdo de CHy;

e CondicGes intermediarias de AH (178,6°C; 43,6 min e RSL = 0,24) mostraram-se mais
eficientes para gerar hidrolisados hemicelulosicos para producdo anaerdébia de CHy;

e A melhor producdo de metano foi de 1,56 Nm® CH*. kg COT™, a qual pode
potencialmente gerar 2,9 MJ .kg BC™.

Figura Resumo

Bioetanol 1G

Bagago de cana-de-agicar (BC)

T=178.6°C
SLR=10.24 gmL"!
t =43.6 min

~
shawarrELe
|\|\\l!\\\l

l : Hidrolisado
hemiceluldsico
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"
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Otimizacio da auto
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6.1 Resumo

Este trabalho teve como principal objetivo, otimizar a partir de um planejamento
experimental as variaveis operacionais temperatura (T), tempo (t) e razdo solido-liquido (RSL)

para a auto-hidrélise (AH) do bagago de cana-de-aglcar (BC), visando produzir um
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hidrolisado hemicelulésico (HH) com caracteristicas propicias para digestdo anaerébia (DA) e
producdo bioquimica de metano (PBM). Os resultados indicaram que os HH gerados em
condigOes severas de AH com maior solubilizacdo de hemiceluloses e com maiores teores de
acucares, C5-C6, ndo foram os mais adequados para producéo de metano. Provavelmente isto
tenha ocorrido pelo acimulo de compostos tdxicos e/ou recalcitrantes (furanos e fragmentos
de lignina). CondicBes mais moderadas (170°C, 35 min e RSL = 0,33 g BC.mL H,0™)
geraram um HH com maior PBM (0,79 Nm® CH,. kg COT™), o que foi confirmado pela
ferramenta estatistica de desejabilidade. O HH obtido a partir da condicdo DC2 do modelo de
desejabilidade (178,2°C, 43,6 min e RSL = 0,24 g BC .ml H,O™) apresentou as menores
concentragcdes de compostos tdxicos, o que culminou com menor acimulo de &cidos graxos
volateis (AGVs) e maiores PBM (1,56 Nm® CH,. g COT™) durante a DA. O modelo de
Gompertz foi usado para ajustar os dados de producdo de CH,4 durante a DA. O melhor HH

apresentou uma taxa maxima de producéo de metano (Rcns) de 2,6 mmol CH,.d™.

6.2 Introducdo

Conforme dito anteriormente grande parte da energia mundial advém dos
combustiveis fosseis. Os compromissos relacionados ao meio ambiente vém forcando a
atencdo de pesquisadores no que tange ao desenvolvimento de fontes de energias alternativas
renovaveis. Na verdade, o uso de recursos renovaveis para producdo de energia tem sido
fortemente encorajado em todo o0 mundo (Cherubini & Jungmeier, 2009).

A AH do BC, objeto de estudo deste trabalho, gera um HH rico em acucares C5,
principalmente xilose e arabinose, que ndo podem ser facilmente convertidos em etanol por
meio de processos bioquimicos utilizando leveduras convencionais (Kaparaju, Serrano,
Thomsen, et al., 2009). A utilizacdo do HH para a producdo de bioetanol 2G normalmente
requer o desenvolvimento de micro-organismos geneticamente modificados que possam
assimilar pentoses (Rabelo et al., 2011). Sendo assim, uma alternativa para melhor aproveitar
0 HH é a producao de biometano por meio da digestdo anaerébia (DA). Tal alternativa pode
ser parte de uma solucdo energética viavel e sustentavel para a integracdo da producéo do
bioetanol de 1G e 2G nas indUstrias de acucar e alcool.

A maioria dos estudos apresentados na revisdo da literatura foca seus esfor¢os em
avaliar a capacidade de producdo de CH, a partir de toda a biomassa pré-tratada, ndo fazendo

distincdo entre o uso da fracdo solida e do HH. O uso de todo material pré-tratado para a
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producdo de CH, dificulta a utilizacdo racional e eficiente de todas as fragdes presentes na
biomassa.

Diante disto, este estudo teve como objetivo avaliar qual a condigdo de pré-tratamento
por AH do BC é capaz de gerar um HH passivel de ser utilizado como substrato para
producdo de CH,4 por meio da DA classica. Somado a isso, 0 presente estudo mostra o efeito
que a otimizacdo das condicbes para a AH do BC possui quando deseja-se utilizar, além do
HH para produzir CH, por DA, a fragdo sdlida rica em celulose para processos futuros.

Outro ponto abordado foi a necessidade da inclusdo de outras varidveis respostas além
da quantidade de acucar presente no HH na otimizacdo do processo. Por meio do uso de um
planejamento experimental Doehlert (PED), que incluiu as varidveis respostas furanos e
lignina soluvel (LS) presentes no HH foi possivel encontrar a faixa 6tima de trabalho para AH

objetivando usar o HH como substrato na DA.

6.3  Material e Métodos

6.3.1 Planejamento experimental e anélise estatistica

As condicdes da auto hidrolise para o BC foram otimizadas por meio do PED néo
ortogonal. As variaveis independentes avaliadas foram temperatura (T,°C), tempo (t, min) e a
razdo sélido liquido (RSL, g.mL™). As variaveis dependentes monitoradas no HH durante o
estudo foram massa de acucares C5-C6 (Y1 — glicose + xilose + arabinose), furanos (Y2 - FF
+ HMF), lignina solavel (Y3 - LS) e xilo-oligbmeros presentes no HH (Y4 - XOS). Os niveis
de cada varidvel independente usada no PED e as condi¢des experimentais empregadas em

cada ensaio de AH podem ser vistas na Tabela 6.1.

A andlise estatistica foi realizada com um nivel de significancia de 95% e uma
superficie de resposta foi construida para as quatro variaveis dependentes (VD) utilizando a
Eg. 6.1. Os valores de todos os coeficientes descritos na Eq. 6.1 para cada VD estdo

apresentados na Tabela 6.2, assim como os ajustes dos modelos quadréaticos.

VD =l +b, (RSL) +b, (T) +1, (t) + 1, (RSLZ) + 10, (T %) + b5 (t) + Iy, (RSL X T) b, (RSL xt) + b, (T xt) (6.1)
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Tabela 6.1: Niveis de cada pardmetro considerado durante o planejamento experimental
Doehlert e as condi¢des experimentais para otimizar a AH do BC e a composi¢do da quimica
do HH apds o pré-tratamento.

Variavel Niveis de razado solido-liquido (RSL)
1 -1 -0,5 0 0,5 1
RSL (gmL") 0111 0167 0222 0278 0333
Niveis de temperatura (T)
T (°C) -0,866 0,577 0,289 0 0,289 0,577 0,866
155 160,0 165,0 170,0 175,0 180,0 185,0
Niveis de tempo (t)
t (min) -0,817 0 0,817
15 35 55
Experimentos RSL (g.mL™) T (°C) t (min)
1 0,333 170,0 35
2 0,278 185,0 35
3 0,278 175,0 55
4 0,111 170,0 35
5 0,167 155,0 35
6 0,167 165,0 15
7 0,278 155,0 35
8 0,278 165,0 15
9 0,167 185,0 35
10 0,222 180,0 15
11 0,222 175,0 55
12 0,222 160,0 55
13 0,222 170,0 35
14 0,222 170,0 35
15 0,222 170,0 35
16 0,222 170,0 35
17 0,222 170,0 35
18 0,222 170,0 35
19 0,222 170,0 35

Tabela 6.2: Coeficientes de regressdo para variaveis dependentes consideradas no
planejamento Doehlert

Coeficientes C5-C6 Furanos Lignina soluvel X0S
bo 0,223514 0,052686 5,354427 -12,9373
b1 -0,048500  -0,037637 1,968063 -33,4485
b1 0,017418 0,031882 6,489400 38,0582
b, 0,309625 0,156938 -0,068675 0,1255
b2 0,112304 0,091196 0,000236 -0,0002
bs 0,190647 0,080940 -0,015451 0,1647
b33 -0,148284  -0,007526 -0,000052 -0,0002
b1y -0,051650  -0,018350 -0,034931 0,0718
b13 0,011687 0,000924 0,024640 0,1676
D23 0,139880 0,087546 0,000089 -0,0011
R 0,976 0,954 0,968 0,860

86



OTIMIZAGAO DA AH DO BC PARA PRODUGAO DE CH, A PARTIR DO HH EM UM CONCEITO DE
BIORREFINARIA

Apds a analise e entendimento dos resultados obtidos pelo PED, a ferramenta
estatistica de desejabilidade foi utilizada. Tal ferramenta estatistica tem o objetivo de predizer
os valores das variaveis independentes de um sistema em funcdo do nivel de desejabilidade de
cada variavel dependente. Para tanto faz-se necessario atribuir valores de pontuacdo para cada

variavel. Esta pontuacdo varia de 0 a 1, sendo 0 muito indesejavel e 1 muito desejavel.

Neste estudo a ferramenta de desejabilidade foi usada com o objetivo de avaliar o
efeito dos teores de aglcares C5-C6, furanos e lignina sollvel presentes no HH na DA. As
pontuacdes de desejabilidade utilizadas para cada uma das varidveis dependentes podem ser
vistas na Tabela 6.3. Nesta tabela é possivel observar que foi mantida a pontuacdo de muito
desejavel (1) para a producdo de aglcares C5-C6 em todas as situagdes estudadas, pois a
méaxima producdo destes compostos consiste na condicdo ideal para 0s micro-organismos.
Além disso, também é possivel perceber que as pontuacdes usadas para os furanos e LS
alternaram-se em (0) e (1). A condi¢do DC1 considerou valores muito desejaveis (1) para as
trés variaveis dependentes, e isto foi pensado com intuito de avaliar a acdo sinérgica desses
compostos. Por outro lado, na condicdo DC2 pensou-se em obter uma condicéo livre dos
compostos prejudiciais ao sistema, valores muito indesejaveis (0) para furanos e LS foram
adotados. Para as condicbes DC3 e DC4 pensou-se em uma alternancia entre o valor muito
desejavel (1) e muito indesejavel (0) para furanos e LS, possibilitando a investigacdo da

influéncia de cada uma dessas variaveis sobre o sistema.

A partir das pontuac@es atribuidas a cada uma das trés variaveis dependentes em cada
uma das quatro condi¢es, a ferramenta de desejabilidade gerou os valores de saida para as
VD RSL, T e t que retratam as condicdes de desejabilidade pré-estabelecidas para respeitar 0s
niveis almejados de aglcares C5-C6, furanos e LS. Em seguida, foram realizados os pré-
tratamentos de acordo com as diretrizes dadas pela ferramenta de desejabilidade e, ao final
foram medidos os valores de agucares C5-C6, furanos e LS encontrados. Tanto a concepgao
experimental quanto a ferramenta de desejabilidade foram executados utilizando o programa
Statistica® (verséo 10.0).
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Tabela 6.3: Condi¢6es do pré-tratamento por AH e composicdo do HH gerado pelas condicBes
de desejabilidade

Condicoes decodificadas gerada pela
ferramenta de desejabilidade
(valores de saida)

Condicdes desejadas®
(valores de entrada)

Condicdo C5-C6 Furanos LS RSL(g,mL™Y) T (°C) t (min)
DC1 1 1 1 0,14286 185,0 (£ 1,0) 55,00
DC2 1 0 0 0,23809 178,6 (£ 1,0) 44,00
DC3 1 1 0 0,19047 178,6 (£ 1,0) 55,00
DC4 1 0 1 0,25397 182,9 (£ 1,0) 41,00

®Dados de entrada codificados: 0 — presenca em menor quantidade 1— presenca em maior quantidade

6.3.2 Ensaio de lavagem do BC pré-tratado para remocao de agucares residuais

Conforme dito anteriormente, na etapa de pré-tratamento por AH os grupos acetila das
ramificagdes das cadeias de xilanas sdo hidrolisados. Isto provoca a liberacdo de acido acético
no meio que catalisa as reacGes de hidrolise das hemiceluloses gerando oligbmeros e
acucares. No entanto, sabe-se que durante esse processo uma parte dos aglicares monomeéricos
C5 formados ndo sdo solubilizados para o HH. Tal fato acarreta em uma diminuigéo do teor

de tais compostos no HH.

Considerando que estes compostos sdo substratos passiveis de serem utilizados numa
DA, uma avaliacdo sobre a necessidade da inclusdo de uma etapa de lavagem ap0s o pré-
tratamento foi necessaria. Isto ocorreu comparando-se 0s cromatogramas de amostras geradas
apos sucessivas lavagens com H,O. As lavagens foram realizadas para duas condi¢es de AH.

As condicdes escolhidas para a realizacdo de tal estudo foram as condicdes 2 e 9 do PED.

A escolha de tais condi¢cdes foi baseada no fato de que as mesmas foram as que
apresentaram maiores solubilizacdes de hemiceluloses (ver Tabela 6.4) e consequentemente
maiores liberacbes de aclcares C5 durante o processo de hidrélise das hemiceluloses. Além
disso, a comparacdo entre as mesmas permite avaliar a influéncia da quantidade de agua na
solubilizacéo de tais compostos, uma vez que a Unica diferenca entre elas é a quantidade de

agua usada durante o pré-tratamento.

Ambas as condic¢des foram realizadas a 185°C e 35 min, no entanto, para a condicéo 9
a quantidade de agua usada durante a AH foi de 5,98 mL por grama de BC , enquanto que
para condicdo 2 utilizou-se 3,59 mL por grama de BC. O volume de H,O usado na lavagem

foi de 60 mL e o mesmo foi fracionado em 4 lavagens de 15 mL. Apds cada lavagem de 15
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mL, as amostras da fracdo liquida foram coletadas e submetidas a cromatografia para

quantificacdo dos agucares e furanos, conforme descrito na se¢do 5.3.2.

6.3.3 Biodegradabilidade Anaerdbia

Os testes de digestdo anaerobia em batelada foram realizados em triplicatas para
avaliar o potencial bioquimico de metano (PBM) dos HH obtidos a partir da AH do BC. Um
teste controle, sem substrato, também foi incluido nos ensaios para verificar a atividade
metanogénica do inoculo. Todos os experimentos foram realizados em condicGes mesofilicas
em reatores de vidro de 275 mL que foram colocados num agitador orbital termostatizado
(35,1 £ 0,3°C) a 200 rpm. O volume de trabalho foi de 150 mL, sendo 125 mL dedicados ao
head space. O inéculo anaerdbico usado para os testes de PBM foi obtido a partir de um
reator UASB alimentado com esgoto sanitario operado em escala de demonstracdo no Centro
de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da UFMG-COPASA. O in6culo foi
previamente incubado por quatro dias a 35°C para eliminar a produgédo de metano a partir da
biodegradacdo de qualquer material organico residual.

Uma amostra de HH de 15,0 mL foi adicionada aos frascos de vidro para manter uma
razao alimentacdo/micro-organismo de 0,4 g COT.gSSV™. Esta relacdo foi obtida a partir de
um estudo em que variou-se esta variavel em 3 niveis (0,2; 0,4 e 0,8 g COT.gSSV™Y). Cada
frasco continha volumes variados de in6culo dependendo da concentragdo de COT no HH.
Em cada experimento, adicionou-se uma solucdo contendo bicarbonato de soédio (tampéo) e
micro- e macronutrientes. A concentracdo destes compostos variou e foi determinada para
cada experimento com intuito de manter uma propor¢do minima de COT:N:P de 350:5:1 de

acordo com Baéta et al. (2013).

6.3.4 Modelagem dos dados experimentais

O modelo de Gompertz modificado foi utilizado para modelar os dados experimentais
obtidos nos testes de PBM. A maxima producéo acumulada de metano (PAM) foi obtida pela

regressdo sigmoidal ndo linear do modelo de Gompertz modificado de acordo com a Eqg. 6.2
Re
PAM = P exp {— exp [? A-t)+ 1]} (6.2)

em que P ¢é a producgéo potencial de metano (mmol CH,), R é a maxima taxa de producéo de

metano (mmol CH,h™), 1 é o tempo da fase “lag” (d) e e é exp(1) (Lay, 2000).
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6.4 Resultados e Discussao

6.4.1 Caracterizacéo do bagaco de cana

A composicdo quimica do BC usado neste estudo foi de 44,16% de celulose, 23,61%
de hemiceluloses, 25,79% de lignina, 2,22% de extrativos e 1,45% de cinzas (inorganicos).
Essa composigdo estd de acordo com aquela encontrada por outros autores (Vallejos et al.,
2012). A Tabela 5.4 mostra os balangos de massa para os BC pré-tratados pela AH nas 19

condicdes geradas pelo PED e das 4 condi¢des geradas pela ferramenta de desejabilidade.

Os resultados apresentados na Tabela 6.4 mostram que os balancos de massa dos BC
pré-tratados foram coerentes, sendo possivel determinar as composi¢cGes dos BC com boa
exatidao. Os balancos de massa para todas as condi¢des fecharam em valores entre 90-110%,
valores considerados bons, haja vista a complexidade do material, e as diferentes

metodologias utilizadas para determinacdo da composi¢éo quimica.
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Tabela 6.4: Composicdo dos BCs pré-tratados, perda de massa (%) e rendimento de
solubilizacéo de celulose, hemiceluloses e lignina apos as condi¢des de AH geradas pelo PED

e desejabilidade.

Composigdo fracdo sélida

Rendimentos da AH

Caracteristicas HH

EXpeFf:E”E)e”tOS Celu Hemi Lig BM® PMP° RC° RHY RL® C5-C6 Furanos LS’ XOS
(%) (%) (%) (%) ) () () (%) (9) (9) @ )
1 5466 1659 2447 9572 1645 560 5701 415 0,195 0060 0,09 1,02
2 58,32 13,67 2680 9879 27,10 1212 69,09 841 0387 0170 018 1,23
3 50,36 12,85 2556 96,77 2391 664 6867 882 0328 0144 019 1,33
4 50,40 21,47 2480 10576 2035 206 4696 7,39 0322 0173 016 086
5 5159 2993 22,80 10432 696 079 1363 055 0,138 0041 00l 0,03
6 49,96 31,79 22,20 103,95 450 138 583 060 0042 0020 001 0,02
7 51,86 31,64 22,90 10640 7,47 08l 919 066 0113 0025 001 0,01
8 50,12 31,26 22,60 10398 576 237 862 015 005 0023 000 0,03
9 61,20 7,82 2610 9512 2951 10,84 8290 1375 0516 0222 029 1,01
10 51,98 2044 23,10 9552 1005 335 4297 258 0119 0045 006 0,87
11 50,98 16,18 28,30 10446 26,19 849 6295 207 0325 0152 004 048
12 5500 16,98 24,70 9758 14,38 107 5490 085 0,136 0035 002 034
13 5400 22,60 24,85 10154 1673 7,06 4138 299 0235 0069 006 0,41
14 5450 20,67 2542 10059 17,91 7,53 47,37 218 0240 0071 0,05 0,49
15 5412 18,87 2523 9822 17,50 7,71 5171 242 0285 0080 005 0,63
16 5420 17,54 24,95 96,69 1652 648 5458 235 0181 0051 005 0,58
17 5721 1320 2546 9587 1845 357 6661 2,66 0175 0027 006 054
18 56,51 14,81 2558 96,90 1883 519 6271 266 0227 0034 006 044
19 5520 1598 2505 96,23 1694 523 5883 245 0223 0037 005 043

Composicéo fragdo solida

Rendimentos da AH

Caracteristicas HH

Experimentos

L Celu  Hemi Lig BM®* PM° RC® RHY RL® C5-C6 Furanos LS
Desejabilidade o) “(05) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (q) @ (@
DC1 59,28 11,16 26,52 96,97 28,22 3,64 66,07 26,17 1.07 0.33 2.02
DC2 58,97 17,26 3461 110,84 30,23 6,83 48,99 6,34 0.57 0.08 0.49
DC3 56,06 7,58 29,65 93,29 29,60 10,63 77,40 19,06 0.94 0.27 1.44
DC4 59,25 8,74 29,77 97,79 29,50 5,41 73,90 18,62 0.87 0.24 1.47

%teores de celulose (%)+ hemiceluloses (%)+ lignina (%); "perda de massa apds a AH; ‘remocao celulose (%); “remogéo

hemiceluloses (%); ‘remocéo lignina (%), Tlignina solGvel, %xilo-oligdmero soltvel
6.4.2 Auto-hidrolise do bagaco de cana

A otimizacdo do pré-tratamento por AH do BC foi feita utilizando as seguintes
variaveis respostas: quantidade de acucares C5-C6 (Y1), furanos (Y2), lignina soltvel (LS)
(Y3) e xilos-oligbmero soltveis (XOS) (Y4) nos HH. Essas variaveis foram escolhidas por
existir uma relacdo direta entre elas e o processo de DA do hidrolisado. Como a otimizacgao
buscou um aumento na producgéo de metano, foi importante definir as condi¢bes da AH que
permitiram uma efetiva liberagdo de aglcares C5-C6 concomitantemente com uma geracdo
pequena de compostos toxicos/recalcitrantes como os furanos e LS. Os efeitos significativos
estatisticamente das variaveis independentes (T, t e RSL) durante a AH do BC nas variaveis

dependentes Y1, Y2, Y3 e Y4 podem ser observados na Figura 6.1.
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Figura 6.1: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento por AH do BC considerando os efeitos
padronizados das variaveis independentes razdo solido-liquido (RSL), temperatura (T) e
tempo (t) nos tores de agucares C5-C6 (Y1), furanos (Y2), lignina soltvel (Y3) e XOS (Y4)
no hidrolisado.
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O diagrama de Pareto (Figura 6.1) mostra que a variavel temperatura (T), assim como
o seu efeito ao quadrado (T?), e a variavel tempo (t) tem um efeito positivo significativo sobre
a variavel dependente teor de aclicares C5-C6. E possivel perceber que o valor padronizado
do efeito da temperatura foi o mais pronunciado (9,064) quando comparado com os efeitos

obtidos por outras variaveis independentes (t = 5,920; T2 = 2.367).

Os maiores teores de aclcares C5-C6 encontrados em elevadas temperaturas sao
resultado da elevada solubilizag&o da hemiceluloses e celulose, por exemplo, durante o PED e
0s ensaios gerados pela ferramenta de desejabilidade, os maiores valores de remocdo de
hemiceluloses (PED = 82,90% e desejabilidade = 77,40%) foram encontrados em condicGes

de AH com maiores temperaturas (PED = ensaio 9 e desejabilidade = DC3).

Uma possivel explicacdo para isto é a influéncia da temperatura e do tempo sobre o

pH do meio, mais especificamente sobre a concentracdo de acido acético (HAc). De acordo
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com Costa, A. G. et al. (2014), o HAc produzido pela clivagem dos grupos acetila presentes
nas hemiceluloses pode agir como um catalisador para as reacGes de hidrolise das
hemiceluloses, contribuindo dessa forma para o aumento da liberacéo de agUcares.

Outra evidéncia de que em elevadas temperaturas a solubilizacdo das hemiceluloses é
favorecida é o efeito significativo positivo desta variavel (T = 8,81) na solubilizacéo dos xilo-
oligbmeros (ver Figura 6.1). Isto mostra que o aumento da temperatura é responsavel por
facilitar as reacfes de hidrolise das hemiceluloses, aumentando a geracdo de oligbmeros
solaveis no HH. O aumento da temperatura conforme ja discutido tem um papel importante
na liberacdo de grupos acetila e consequentemente nas reacdes de hidrélise das hemiceluloses.
Além da varidvel temperatura, o efeito da variavel tempo sobre a solubilizacdo de XOS
também mostrou-se positivo (2,71), indicando que o aumento do tempo favoreceu as reacdes
de hidrolise das xilanas presentes na fibra aumentando a chance de solubilizacdo dos xilo-
oligdbmeros formados para o HH. No entanto, a interacdo das variaveis T x t apresentou efeito
negativo (-2,28) na presenca de oligbmeros solUveis, ou seja, maiores temperaturas e maiores
tempos diminuem a quantidade de XOS no HH. Uma possivel explicacdo € o fato de que em
condi¢des com elevadas temperaturas e tempos, maior severidade, parte dos XOS presentes
na solucdo ficam mais disponiveis para sofrerem reac6es de hidrélise em um hidrolisado com
caracteristicas acidas, aumentando entdo a probabilidade de formacdo de acucares C5 e
consequentemente elevando as chances de formacdo de FF a partir das reagdes de

desidratacdo desses acucares.

Na Figura 6.2, que mostra a concentracdo de HAc obtido nos HH gerados pelas
condicdes de pré-tratamento por AH do PED, é possivel perceber que as concentracGes mais
acentuadas de HAc foram observadas para maiores temperaturas e tempos (ensaio 9, T =
185°C e t = 35 min; ensaio 2, T = 185°C; t = 35 min). Além disso, 0 aumento do tempo de
contato juntamente com a temperatura contribui para o aumento da solubilizac¢éo da celulose e
consequentemente para maiores liberagcdes de acucares C6 (glicose) no HH, conforme pode

ser visto na Tabela 6.4.

Apesar dos baixos valores de remocdo de celulose observados durante o pré-
tratamento por AH, os dados reportados na Tabela 6.4 mostram que maiores tempos e
temperaturas implicam em maiores solubilizagfes da celulose. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados por outros autores como Vallejos et al. (2012). A relacdo direta
entre T, t, HAC e aglcares C5-C6 durante a AH do BC observadas neste estudo estdo de

acordo com as sugeridas por outros autores. Boussarsar et al. (2009) mostraram que a
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acumulacdo maxima de agucar pode ocorrer em temperaturas e tempos de contato superiores a
190°C e 60 min.

Figura 6.2: Concentracao de HAc no HH obtido durante o pré-tratamento por AH.
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Somado aos efeitos de T e t, é possivel perceber na Figura 6.1 que a RSL teve um
efeito negativo sobre a concentracdo de agucares C5-C6. Isto implica em dizer que condicBes
com maiores quantidades de dgua podem resultar em maiores teores de acucares no HH. Tal
ponto pode ser facilmente explicado avaliando a diferenca na remocdo de hemiceluloses entre
as condicBes 2 e 9 geradas pelo PED. As duas condi¢bes foram realizadas com a mesma
temperatura (185°C) e tempo (35 min), sendo a RSL (ensaio 2 = 0,278 g BC.mL H,0" e

ensaio 9 = 0,167 g BC.mL H,0™) a tnica diferenca entre as mesmas.

A condicdo do ensaio 9 com maior remocdo de hemiceluloses (82,9 %) foi a que
utilizou maior quantidade de H,O, 5,99 mL para cada g de BC. No ensaio 2 no qual usou-se
3,59 mL de H,O por g de BC, o valor de remocdo de hemiceluloses foi de aproximadamente
69,09 %, isto evidencia que maiores quantidades de agua no processo de AH estdo atrelados

a maiores rendimentos de solubilizacdo de hemiceluloses.

A maior eficiéncia de hidrdélise das hemiceluloses em meios com maiores quantidades
de H,O pode ser explicada pelo fato da H,O atuar como um nucleofilo durante o processo de
AH. Além disso, as reacGes que ocorrem durante o processo sdo reacdes de hidrolise,

portanto, maiores quantidades de &gua fazem-se necessérias para que as reacdes possam
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ocorrer de forma eficiente, promovendo uma maior solubilizacdo de oligbmeros,

monossacaridos (xilose e arabinose) e geracdo de HAc.

Ao avaliar o efeito das variaveis independentes sobre os niveis de furanos (Figura 6.1),
é possivel perceber que os maiores efeitos estdo relacionados com as variaveis T (9,9616) e t
(6,1942). Estes resultados sdo semelhantes aos observados para os aglcares C5-C6. Da
mesma forma que um aumento na temperatura e tempo contribuem positivamente para as
reacOes de hidrdlise dos carboidratos. Alguns autores como Liu (2010) apontam que em meio
acido e com maiores temperaturas e tempo, as reacdes de decomposicao dos carboidratos a FF
e HMF sdo pronunciadas. Sendo assim, elevadas temperaturas e tempos podem acarretar no
aumento de compostos indesejaveis no HH. No entanto, caso o HH seja utilizado como
substrato em bioprocessos faz-se necessario avaliar o nivel de tolerancia dos micro-

organismos a essas substancias.

O efeito da variacdo da RSL nos teores de furanos foi significativo e teve um valor
negativo. Isto implica em dizer que o aumento do valor desta varidvel, ou seja, menores
valores de agua provoca a diminuic¢do da quantidade de furanos no HH. Em outras palavras o
uso de maiores quantidades de agua durante o pré-tratamento por AH provoca a diminuicao
dos furanos. Como o efeito desta variavel é negativo e o aumento da gquantidade de agua
diminui o valor da mesma, é possivel dizer que maiores teores de agua elevam a quantidade

dos produtos de degradacgdo dos agulcares no hidrolisado.

O efeito da RSL no teor de furanos em condigdes de maior temperatura e tempo pode
ser observado comparando-se os teores de furanos em massa encontrados nos hidrolisado
produzidos pelos ensaios 2 e 9 gerados pelo PED. A Tabela 6.4 mostra que a condicdo 9, que
utilizou a maior quantidade de agua gerou um HH com 0,222 g de furanos, enquanto que a
condicédo 2 que utilizou menor quantidade de 4gua gerou um HH com 0,170 g de furanos.

Como os valores de RSL menores provocam uma maior geracdo de agucar e furanos
concomitantemente, a otimizacdo dessa varidvel durante o pré-tratamento por AH deve
sempre procurar 0 compromisso entre a economia de dgua, aumento da geracdo de agucares
C5-C6 e menor producdo de furanos. A analise do efeito dessa variavel é muito importante
devido aos propositos que devem ser alcancados pelo processo de AH em uma biorrefinaria
lignocelulosica, que é 0 menor consumo de dgua e a menor geracdo de residuos. Além disso,

0s poucos estudos que procuraram avaliar o efeito da RSL no pré-tratamento por AH de
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biomassas lignocelulosicas para aplicacdo em biorrefinarias sustentaveis ndo apresentaram

conclusGes claras sobre o efeito dessa variavel (Jacobsen e Wyman, 2002).

Quanto ao comportamento do sistema em relacdo ao teor de lignina solavel (LS)
presente no HH fica claro que apesar dos baixos valores de solubilizacdo deste polimero
quando comparado a remoc¢éo de hemiceluloses (ver Tabela 6.4), a variavel T e 0 seu termo
quadratico (T?) apresentaram um efeito positivo sobre a remog&o da lignina. Em temperaturas
superiores e em meio &cido as ligagdes quimicas da lignina tais como a-O-4 ¢ B-O-4 podem
ser rompidas, permitindo as reacGes de condensacdo e a modificacdo da lignina na parede
celular da planta. Apesar da baixa solvéncia do meio para estes compostos alguns fragmentos

de lignina que ndo se submeteram as reac¢des de condensacdo podem ser solubilizados no HH.

Além do efeito da temperatura na solubilizacdo da lignina, o efeito combinado da
varidvel RSL e tempo também mostrou-se significativo. O diagrama de Pareto (Figura 6.1)
mostra que a combinacdo da RSL x t apresenta efeito significativo negativo (-3,157) na
solubilizacdo da lignina. Isto implica em dizer que processos realizados com baixas
quantidades de agua e elevados tempos dificultam a solubilizacdo de fragmentos de lignina
para o HH.

Tal fato é facilmente explicado se considerarmos que em elevadas temperaturas a
liberacdo de HAC para 0 meio aumenta. Em condi¢Ges com menores quantidades de H,O a
concentragio de ions H3;O" é maior, e isto provoca a diminuicdio do pH, o que
consequentemente resulta em uma maior efetividade das reagGes de fragmentacéo da lignina.
No entanto, para que os fragmentos de lignina formados se solubilizem, é necessario que os
mesmos apresentem baixa massa molar e que ainda possuam grupamentos fenolicos para
interagirem com as moléculas de H,O do meio. Caso isto ndo ocorra, 0 aumento da variavel
tempo provocaré a repolimerizacdo da lignina na superficie da fibra, culminando entdo com

menores quantidades de fragmentos de lignina solGvel no HH.

Com o intuito de avaliar o grau de modificacdo quimica da lignina ap6s o pré-
tratamento termico da biomassa, alguns autores como Ko et al. (2015) utilizam a raz&o entre a
lignina &cido insolavel (LAI) e lignina acido soltuvel (LAS) (LAI/LAS). Esta razéo pode ser
uma boa variavel para indicar o grau de modificacdo sofrida pela lignina dentro de um mesmo
tipo de pre-tratamento realizado em condicGes diferentes de temperatura, tempo e RSL. Tal
razdo leva em consideracdo a quantificacdo de lignina como tipicamente analisado pelo

método Klason, onde uma hidrolise em 72% de H,SO,4 e 0 aquecimento em 4% de H,SO,
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separa a lignina pela dissolucdo dos carboidratos. Durante este processo, parte da lignina é
solubilizada e pode ser identificada como LAS, enquanto isto a LAI é separada como material
insoltvel. Os maiores valores desta razdo indicam que a fragdo sélida residual possui uma

maior quantidade de lignina modificada na superficie que nao foi solubilizada.

Ao avaliar os valores desta variavel para as condi¢fes 2 (185°C, 35 min e RSL = 3,60
mL de H,0.g BC™) e 9 (185°C, 35 min e RSL = 5,99.mL de H,0.g BC™?), em que a Unica
diferenca € a quantidade de agua durante a AH, foi possivel perceber que para condicéo 2,
com menor quantidade de agua, a razdo LAI/LAS foi de 9,8, enquanto que para condicdo 9 o
valor desta variavel foi de 5,3. A interpretacdo destes resultados mostra que quando menores
quantidades de &gua sdo usadas em elevadas temperaturas, uma maior parte da lignina
permanece na forma insollvel, indicando que o pré-tratamento gerou uma maior quantidade
de fragmentos de lignina hidrofébicos. A presenca desses fragmentos hidrofébicos de lignina
na superficie da fibra, associada a baixa solubilidade dos mesmos no hidrolisado podem
provocar a formacao de gotas esféricas de lignina (lignin droplets) na superficie da fase solida

conforme discutido a seguir.

A partir da Figura 6.3 (A-D), que mostra a morfologia da fracdo solida residual dos
pré-tratamentos de AH realizados nas condicdes 2, 9 e 14 do PED e do BC sem pré-
tratamento obtidas por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV), é possivel
confirmar visualmente a hipdtese levantada de que na condi¢do 2, por empregar menores
quantidades de H,O, leva a maior formacdo das gotas de lignina quando comparada a
condicdo 9. Além disso, as comparacdes entre os graficos da Figuras 6.3, mostram que
quando temperaturas mais baixas sdo aplicadas como no caso da condicdo 14 (170°C, 35
min), a formagao de gotas de lignina é praticamente nula. Tais resultados estdo de acordo com
os apresentados pelo diagrama de Pareto, em que observa-se que as varidveis com mais

influéncia na solubilizag&o da lignina durante a AH sdo temperatura e RSL.

A existéncia de tais fragmentos de lignina repolimerizada na fracdo sélida resultante
do pre-tratamento pode dificultar a acdo de enzimas em processos futuros de hidrdlise
enzimatica ou ainda inviabilizar o uso direto desta fracdo em processos de digestdo anaerdbia
em estado solido. Por outro lado, a presenca de elevadas concentracfes de fragmentos de LS
no hidrolisado é capaz de gerar uma maior toxicidade aos micro-organismos metanogénicos
presentes no processo de DA. Alvarez (1991) relatou que os fragmentos de lignina de baixa
massa molar sdo responsaveis por afetarem o0 crescimento de micro-organismos

metanogénicos acetoclasticos.
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Figura 6.3: Imagens de MEV de amostras de BC pré-tratado por AH nas condi¢des do PED 2
(A), 9(B) e 14(C), bem como do BC bruto (D).
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A Figura 6.4 (A-D) mostra as superficies de respostas geradas pelos modelos
quadraticos resultantes do planejamento Doehlert ao fixar a variavel RSL no ponto central
(0,222). Analisando os graficos de superficie de resposta, é possivel perceber que as
condi¢bes de AH do BC que conduziram a maiores liberagdes de agucares C5-C6 foram
também as que geraram hidrolisados com maiores acumulos de furanos, fragmentos de LS e
XOS. A Figura 6.4D mostra que as maiores concentracdes de XOS no HH séo obtidas quando
utiliza-se elevadas temperaturas e baixos tempos de contato, sendo que a toxicidade e/ou
recalcitrancia desses compostos para 0S micro-organismos anaerobios ndo € relatada na
literatura. No entanto, em decorréncia desses elementos serem fragmentos de xilanas com
maiores massa molares liberados durante as reacdes de hidrolise das hemiceluloses, sua
biodegradabilidade pode ser mais lenta, uma vez que para digestdo anaerObia desses
compostos faz-se necessario uma etapa de conversdo dos mesmos a agicares monomericos. A
inclusdo desta etapa hidrolitica pode resultar em maiores fases de adaptacdo (fase lag) durante

a DA.
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Como a presenca de furanos, fragmentos de LS e XOS pode determinar o bom
desempenho da DA, fica evidente que a otimizagdo da AH visando o uso do HH para
producdo de CH,4 ndo pode ser realizada considerando-se apenas os niveis de agucares C5-C6,
ou a quantidade de acucares redutores totais presentes no hidrolisado conforme sugerido por
outros autores como Costa, A. G. et al. (2014). Pensando no contexto da biorrefinaria
sustentavel da cana-de-aclcar, onde o ideal é a utilizacdo fracionada de cada parte da
biomassa, como por exemplo, a geragdo de uma fragdo sélida residual ao pré-tratamento rica
em celulose e a geracdo de um HH com caracteristicas adequadas para ser utilizado em outros
bioprocessos como a DA, torna-se interessante uma avaliacdo mais criteriosa do efeito de
cada um dos compostos presentes no HH na producdo de CH,; O acompanhamento deste
efeito foi avaliado por meio dos resultados de testes de PBM para cada HH conforme sera

discutido na secéo 6.6.
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Figura 6.4: Superficies de resposta geradas a partir do modelo quadratico apresentando a

relacdo da temperatura e tempo com a solubilizacdo de aglcares C5-C6 (A), furanos (B) e LS
(C) e XOS (D).
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6.4.3 Efeito da lavagem na remocao de acgucares residuais presentes na fracao solida
residual ao pré-tratamento

A Figura 6.5 mostra os cromatogramas de solucdes padrdes de possiveis compostos
presentes na fracdo sélida residual remanescente a AH, FF e HMF (UV-Vis 274 nm) produtos
das reacOes de desidratacdo de aclcares (Figura 6.5A) e acucares (Figura 6.5D). Além disso, é
possivel observar os cromatogramas das amostras de cada solucdo obtida ap6s as 4 lavagens
(L1-L4) realizadas para as condic@es 2 (Figura 6.5B-E) e 9 (Figura 6.5C-E).
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A comparacdo dos cromatogramas presentes na Figura 6.5B e 6.5C com o
cromatograma apresentado na Figura 6.4A, mostra que ha liberagdo de FF, composto formado
da desidratacdo de acucares C5 presentes nas cadeias de hemicelulose, durante o processo de
lavagem da fracdo solida. E possivel perceber que para a condi¢des 2 (Figura 6.4B) e 9

(Figura 6.4C), o teor de FF foi diminuindo da 12 para 42 lavagem.

A avaliagdo entre as Figuras 6.4B (condicdo 2) e 6.4C (condicdo 9) mostra que a
intensidade do pico de FF na condigdo 2 é menor que a intensidade na condicdo 9. Isto sugere
que a fracdo sdlida residual ao pré-tratamento gerada pela condicdo 9 apresenta maior
quantidade de FF na superficie da fibra passivel de sofrer solubilizacdo. Uma explicacdo para
isto é o fato de que nesta condi¢do, com maior quantidade de agua, as reacdes de hidrolise das
hemiceluloses sdo mais efetivas (82,90 % de solubilizagéo de hemiceluloses), resultando em

uma maior formacéo de agUcares e consequentemente de FF.

A comparacdo entre 0 cromatograma presente na Figura 6.4D e os cromatogramas das
lavagens apresentados nas Figuras 6.4E e 6.4F mostra que em nenhuma condi¢édo estudada foi
observada a liberacdo de acucares C5 como xilose e/ou arabinose para &gua de lavagem,
sugerindo que nenhum agucar tenha ficado adsorvido na fracdo sélida remanescente a AH.
Tais resultados mostram que a op¢do de lavagem da fracdo solida para liberacdo de mais
acucares para o hidrolisado ndo é viavel, uma vez que ndo foram encontrados acglcares
passiveis de sofrerem solubilizacdo, e que ainda ocorre a liberacdo de FF, composto

considerado toxico aos micro-organismos anaerobios.

Diante disto, fica evidente que para a circunstancia de uso da etapa de pré-tratamento
por AH do BC ndo faz-se necessario a inclusdo de etapas de lavagem para maior solubilizacéo
de acucares C5 para o HH. Estes resultados sdo interessantes, pois mostram que as condicdes
testadas na prensagem apds o pré-tratamento sdo capazes de retirar todo acucar da superficie
da fibra.
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Figura 6.5: Cromatogramas de padrbes de FF e HMF (A), amostras das lavagens contendo FF
das condicdes 2(B) e 9(C), amostra de padrdo contendo aclcares (D), amostras das lavagens
contendo agucares da condicao 2 (E) e 9(F).
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6.5  Testes de biodegradabilidade anaerobia

Os testes de PBM foram realizados com todos os 19 hidrolisados obtidos a partir do
PED na tentativa de avaliar quais as condi¢bes de AH do BC seriam melhores para a
producdo de CH4 por DA. A Figura 6.6 mostra que o teste de PBM realizado com o
hidrolisado obtido no ensaio de nimero 9 (RSL = 0,167; T = 185°C; t = 35 min), em que se
esperava obter o maior potencial de producdo de CHjy, considerando o seu maior nivel de
acucares C5-C6 (0,516 g, ver Tabela 6.4), foi na verdade a segunda maior producdo de CHy,
com um valor de PBM de 0,615 Nm®kg COT™. A maior producdo de metano (0,789
Nm?.kgCOT™) foi observada para o HH proveniente do ensaio 1 (RSL = 0,333; T = 170°C; t =
35 min), o qual continha 2,6 vezes menos aclcares C5-C6 (0,195 g) e uma menor

solubilizacdo de hemiceluloses (de apenas 57%, ver Tabela 6.4).
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Figura 6.6: Potencial bioquimico de metano dos HH gerados apds o pré-tratamento por AH do
BC de acordo com as condicGes definidas pelo PED.
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Estes resultados sdo importantes para evidenciar que a condicdo de pré-tratamento que
provocou a maior solubilizacdo de hemiceluloses e consequentemente levou aos maiores
teores de acUcares no hidrolisado, ndo sdo necessariamente as melhores para a producao de
metano, ao contrario do que € normalmente propalado por alguns pesquisadores (Costa, A. G.
etal., 2014).

Os resultados do PBM aqui apresentados comprovam a hipdtese de que o uso de
apenas a variavel agUcares C5-C6 (ou acucares redutores) como variavel resposta para
otimizar a condi¢do de AH capaz de gerar um HH com maior biodegradabilidade anaerdbia €
falha. Além do teor de acglUcares deve-se também observar a quantidade de compostos
recalcitrantes e toxicos, tais como LS, furanos e XOS. A Tabela 6.4 mostra que os teores de
furanos e LS no hidrolisado gerado pelo ensaio 1 foram respectivamente de 3,7 e 3,2 vezes
menores que 0s observados no ensaio 9, tal fato mostra que baixos teores de furanos e LS no

HH sdo cruciais para o melhor desempenho durante a DA.

Alguns estudos mostram que as arquéias metanogénicas podem ser severamente
inibidas em ambientes com elevadas quantidades de furanos, prejudicando a etapa de
metanogénese (Boopathy, 2009). Portanto, pode-se inferir que as condi¢bes de AH com
menor severidade, ainda que impliguem em menores teores de agucares C5-C6 nos

hidrolisados, devem ser as preferidas quando o objetivo ¢é a producao de CH,4 a partir do HH.
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Em busca de encontrar uma relagdo entre a producdo de CH,; e as variaveis
dependentes T e t durante a AH, uma anélise polinomial ndo linear de segunda ordem foi
realizada utilizando como varidvel resposta a razdo de substrato em termos de carbono
organico total alimentado pelo volume de metano gerado (kg COT.Nm3CH,™Y). Esta relacéo é
capaz de mostrar qual condicdo experimental de T e t deve ser aplicada quando o objetivo é
gerar um HH com uma quantidade de matéria orgénica solivel mais susceptivel a ser

convertida em CH, durante os processos de DA.

A equacdo 6.3 descreve o comportamento da variavel resposta (kg COT.Nm=>CH,?)
em relacdo a temperatura e tempo de contato do pré-tratamento por AH. De acordo com 0s
graficos de superficie de resposta e as linhas de contorno apresentadas na Figura 6.7 (A-B), o
modelo polinomial gerado apresentou um valor de correlacdo (R?) de 0,84. Isto implica em
dizer que o modelo foi capaz de predizer satisfatoriamente 84% da correlacdo existente entre
a variavel resposta e as varidveis T e t. Considerando a complexidade do sistema estudado, e
comparando este resultado de R com os encontrados por outros autores, é possivel dizer que
0 ajuste foi muito bom. Por exemplo, Ferreira et al. (2013) tentou encontrar uma relagéo entre
a producdo de CH, e os valores de T e t utilizados no pré-tratamento por AH da palha de trigo

e encontraram um coeficiente de correlacdo (R®) de apenas 0,57.
kg TOC.(Nm® CH,)™ = 916,5695 — 31,6044t —3,2075T +0,0840t* —0,0074T * +0,1427tT (6.3)

Avaliando os graficos (A) e (B) da Figura 6.7 é possivel observar que os valores mais
baixos da variavel resposta kg COT (Nm3CH,™), ou seja, aqueles que indicam a presenca de
um HH com uma quantidade de matéria organica soltvel mais susceptivel a ser convertida em
CH, durante os processos de DA foi observado para temperaturas proximas de 175°C e
tempos de contato na faixa de 40 a 45 min. Estes valores de T e t estdo proximos daqueles
usados no ensaio 1 gerado pelo planejamento Doehlert (Tabela 6.1), que apesar de terem tido
resultados apenas moderados na conversao de hemiceluloses e teor de agucares C5-C6 no

hidrolisado, foram os que apresentaram maiores valores PBM.

Figura 6.7: Gréaficos de superficie de resposta (a) e linhas de contorno (b) para conversao de
matéria organica presentes nos HH em CH, (kg de COT por Nm™CHy).

(a) (b)
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Isso corrobora a hipoGtese de que as condices de AH que promovem elevada
solubilizacdo de hemiceluloses e, consequentemente, maior liberacdo de acucar, como
inferido pelo planejamento Doehlert, ndo sdo necessariamente as melhores condig¢des para a
producdo de CH,. Os resultados apresentados na Figura 6.7( a-b) sugerem que os valores
intermediarios de T (165 a 175°C) e t (35 a 45 min) podem ser utilizados para obter um HH
com maior capacidade de producgéo de CH,.

6.6 Ferramenta de desejabilidade e ensaios de PBM

Como os dados apresentados antes mostraram que o teor de agucares C5-C6 contido
nos HH ndo foi uma boa varidvel para estimar seu potencial bioquimico de metano, a
ferramenta de desejabilidade foi usada para determinar quais os niveis de compostos toxicos
s80 necessarios para maximizar a producdo de CH,4. As condicbes de desejabilidade foram
definidas considerando os niveis desejaveis de agucares C5-C6, furanos e LS, conforme ja

apresentado no topico 6.3.1.

A ferramenta estatistica de desejabilidade foi capaz de gerar as condi¢Bes desejaveis
para AH (Tabela 6.3), bem como a composi¢do quimica esperada para o hidrolisado (Tabela

6.4). Os testes de PBM com os hidrolisados obtidos nas condi¢gdes DC1 a DC4 permitiram
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realizar a avaliacdo da influéncia de furanos e LS, bem como a sua combinagédo na producao
de CHa,.

A Tabela 6.3 mostra que a condi¢do DC1 foi gerada com intuito de obter um HH com
a maxima quantidade de acucares, furanos e LS. Este cenario foi criado para verificar a
influéncia negativa dos compostos recalcitrantes/toxicos FF, HMF e LS, gerados em
condicdes severas de AH na producdo de CH,. Como pode ser visto na Tabela 6.4, o HH
proveniente da condi¢do DC1 foi 0 que apresentou os niveis mais elevados de agucares (1,07

g), furanos (0,33 g) e LS (2,02 g), quando comparado com as outras condigdes desejadas.

Por outro lado, a condicdo DC2 foi concebida com intuito de produzir um HH com a
maior quantidade de acgUcares e a menor quantidade de compostos tdxicos/recalcitrantes,
criando assim a condicdo mais favoravel para a producdo de CH, Através dos valores
apresentados na Tabela 6.4 é possivel perceber que o hidrolisado gerado sob tais condi¢cfes de
AH apresentou niveis moderados de agucares (0,57 g) e a menor quantidade de furanos (0,08
g) e LS (0,49 g).

Por sua vez, as condigdes de AH, DC3 e DC4, foram definidas para verificar o efeito
individual de furanos e LS na producdo de CH, durante a digestdo anaerébica de HH rico em
acucares. Novamente, a saida da ferramenta de desejabilidade foi consistente com os valores
codificados introduzidos e o hidrolisado produzido sob as condi¢bes DC3 e DC4 foram os que

apresentaram os maiores niveis de furanos e LS.

A Tabela 6.5 mostra as concentraces iniciais de agucares C5-C6 (glicose, xilose,
arabinose), FF e HMF e LS medidas antes do inicio de cada teste de PBM para os HH gerados
pelas quatro condi¢des de desejabilidade. De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 6.5, a concentracdo de acucares C5-C6, furanos e LS no inicio dos testes de PBM
estdo em boa concordancia com os valores previstos pela ferramenta de desejabilidade.
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Tabela 6.5: Caracterizacdo da composi¢do do HH no inicio dos PBM para as condi¢ées DC1, DC2, DC3 e DCA4.

. COT c Glu Xil Ara HFor 1 HMF FF LS
Experimento gy RHOO™ gy mglh) (mgLh) (mgL?y PACMILD g1y (mgLy  (mgL?
DC1 2911,67 66,07 8,55 454,19 191,36 248.34 301.21 45.08 158.17 1239.26
DC2 1797,50 48,99 6,81 312,60 309,43 222.57 270.42 23.15 68.12 545.46
DC3 2322,00 77,40 5,74 628,50 239.10 187.12 324.62 44,71 136.42 976.92
DC4 2945,00 73,90 8,34 542,39 115.43 250.77 419.74 68.08 201.61 1380.00

Glu — glicose; Xil — xilose; Ara — arabinose; HFor — &cido férmico; HAc — acido acético; HMF — 5-hidroximetil-2-furfuraldeido; FF — 2-furfuraldeide and LS — lignina soluvel
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EM DOIS ESTAGIOS (25-DA) DO HH GERADO PELA AH DO BC

Os valores de PBM obtidos a partir da digestdo anaerdbica dos quatro hidrolisados
gerados (DC1; DC2; DC3 e DC4) mostram que a producdo de CH, foi maior para o
hidrolisado gerado pela condicdo DC2 (1,56 + 0,11 Nm3kg COT™), 178,6°C e 43,6 min,
guando comparado com a producao obtida a partir dos hidrolisados gerados pelas condicGes
DC1 (0,74 + 0,08 Nm=>.kg COT™?), DC3 (0,48 + 0,04 Nm=.kg COT™?) e DC4 (0,35 + 0,07
Nm?.kg COT™). Estes resultados confirmam a hipétese de que as concentraces mais baixas
de furanos e LS contribuem para aumentar a atividade metanogénica do HH gerado pela AH.
Estes resultados também confirmam e validam o modelo proposto pela equacédo (6.3), que
prevé que a maior producdo de metano a partir do hidrolisado do BC é atingida quando a AH
é realizada nos intervalos de temperatura e tempo de 170°C-180°C e 40-45 min,

respectivamente (Figura 6.7 A-B).

De acordo com alguns autores como Santucci et al. (2015), o pré-tratamento por AH
do BC realizado em temperaturas proximas de 170°C é promissor para gerar hidrolisados que
contém quantidades elevadas de XOS e acUcares monomeéricos, bem como baixa
concentracdo de subprodutos de degradacdo dos agUcares, como por exemplo, os furanos.
Além disso, o valor de RSL empregado neste estudo (0,24) é maior quando comparado a
outros estudos da literatura (EX. RSL = 0,10 utilizado por Batalha et al., 2015), isto é
altamente desejavel uma vez que implica na utilizacdo de menor quantidade de agua. Tal fato
gera vantagens tanto ambientais quanto econdémicas. Somado a isso, 0 menor teor de agua
durante a AH implica em dizer que os reatores podem ser alimentados com maior quantidade

de solidos, maximizando assim a capacidade de processamento do BC por corrida.

Além de levar a uma maior producdo de metano, o hidrolisado gerado pela condicao
DC2 exibiu a maior eficiéncia de remocgéo de COT (93,13%) quando comparado com os HH
gerados pelas condi¢bes DC1 (76,24%), DC3 (67,14%) e DC4 (52,55%). Isto indica que o
hidrolisado proveniente da condicdo DC2 foi 0 que apresentou a maior biodegradabilidade.
Uma possivel explicacdo para este comportamento pode estar relacionada a menor
concentracdo de lignina soldvel (545,46 mg.L™") e & maior concentracdo de arabinose
observada para este HH. Alguns autores como Desai e Rao (2010) afirmam que algumas
bactérias anaerdbias e facultativas preferem utilizar arabinose como substrato ao invés de
xilose. Isto pode explicar a maior produgdo de metano a partir do HH gerado pela condigéo
DC2, uma vez que o mesmo foi 0 que apresentou os maiores valores (309,4 mg.L™) de

arabinose (Tabela 6.5).
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Uma hipotese para explicar os niveis mais elevados de arabinose no hidrolisado
gerado pela condicdo DC2 é a severidade mais baixa (T = 178,6°C e t = 43,6 min) empregada
nesse pré-tratamento. Sabe-se que as condigdes extremas de temperatura e tempo, como as
impostas nos ensaios DC1 e DC4, sdo capazes de solubilizar uma grande quantidade de
acucares C5 (xilose e arabinose) constituintes das hemiceluloses. No entanto, sob condigdes
mais severas, tanto a arabinose quanto a xilose sdo degradadas em furfural (FF), um composto
sabidamente tdxico para 0s micro-organismos metanogénicos (Bolado-Rodriguez et al.,
2016).

Os teores de acgucares C5 nos diferentes hidrolisados apresentados na Tabela 6.5
mostram que as condi¢des mais severas de AH (DC1 e DC4) levaram a produgéo de um HH
com menores teores de arabinose e mais FF. Os niveis mais elevados de FF nestas condi¢Bes
refletem a maior taxa de conversdo de arabinose a FF. Isto ocorre, pois a reacdo de
desidratacdo de arabinose a FF possui uma energia de ativacdo menor quando comparada com
a energia necessaria para desidratacdo da xilose (Jacobsen & Wyman, 2002, Lavarack et al,
2002 e Zhao et al., 2012).

A facil conversdo de arabinose em FF também pode ser explicada pela posi¢cdo do
acucar na cadeia de hemiceluloses. A arabinose é um substituinte na cadeia de hemiceluloses,
e, portanto, é mais facilmente hidrolisada em comparacdo com a xilose, o principal
constituinte da cadeia de hemiceluloses. A solubilizagdo mais facil da arabinose durante a AH
faz com que a molécula de arabinose permanecam por tempos mais longos na solucdo sob a
acdo da temperatura e do pH, o que favorece sua degradacdo em FF, resultando na geracdo de

um hidrolisado com maior toxicidade.

Vale ressaltar que, além do FF gerado a partir da degradacdo de arabinose, existe
também a contribuicdo de FF proveniente da degradacdo da xilose. Portanto, quanto mais
severas as condigdes de AH, mais prejudicada serd a digestdo anaerobia do HH devido a
maior liberacdo do FF e a diminuicdo do teor de arabinose, um aglcar considerado de mais

facil degradacédo pelos micro-organismos anaerobios.

A menor toxicidade observada no hidrolisado DC2 em comparacdo as outras
condi¢bes (DC1, DC3 e DC4), pode ser confirmada quando se avalia o acimulo de &cidos
graxos volateis-AGV no final do teste de PBM. Sabe-se que o acimulo de AGV em sistemas
anaerobios pode ocorrer devido a um desequilibrio no crescimento microbiano causado por

condicOes de estresse, como deficiéncia nutricional e toxicidade. Tais condi¢bes podem levar
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a restricdes termodinamicas e cinéticas no sistema, comprometendo a conversao de materia
organica em CH,. A Figura 6.8 mostra que as concentragdes de todos os AGVs identificados
e quantificados no fim do teste de PBM foram menores para o hidrolisado DC2 quando
comparado com o0s outros. Isto mostra claramente que as condi¢cGes mais severas (T e t) que
normalmente levam a uma maior solubilizacdo das hemiceluloses durante a AH, ndo séo
necessariamente as mais adequadas quando o objetivo é submeter o hidrolisado para producéo
de metano por digestdo anaerobia.

Figura 6.8: Concentragdo acumulada de AGV (HAc = &cido acético; HBut = &cido butirico;
HlsoBut = acido isobutirico; Hlsoval = &cido isovalérico; HProp = acido propinico) apos a
DA dos HH gerados pelas condicGes de desejabilidade (DC1-DC4).
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Outra evidéncia de que o HH gerado pela condicdo DC2 foi o que apresentou a melhor
biodegradabilidade, é o valor da taxa méaxima de producdo de metano (R) estimada pelo
modelo de Gompertz modificado, conforme pode ser visto na Figura 6.9(A-D). E possivel
notar que o modelo foi capaz de reproduzir a producdo de metano com bons ajustes. Os

valores de coeficiente de determinagéo (R?) foram sempre maiores que 0,98.
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Figura 6.9: Dados preditos pelo modelo de Gompertz (linha preenchida) e dados obtidos
experimentalmente (+) durante os testes de PBM

14 T
3
DC1 ./DC2 |
12|
(a) (b)
10 14
12
= & z
S a1
S z 10
E p= 15, IcH, | £
g . 60 mmol CH E P= 1999 mmol CH,
R=0.676 mmol & R=2.593 mmol d"
;_:r.ssc h=11.37d
R%=0.994 4 R2-0.993
2
+
+ ottt
. . o N il s
0 1 15 0 28 0 v s 10 !
timeid time
. -
|bc3 o |pca

P= 660 mmuICH“

mmal CH
mmol CHy

P= 10.09 mmol CH
R=0331 mmol 4"
LsTE5d

R%=0.982

R=0.362 mmol &'
5=10.02 d
R*-0.9%0

O valor de R (taxa de producdo de metano) para o hidrolisado gerado pela condi¢édo
DC2 (2,59 mmol CH,.d™) foi maior do que os valores encontrados para as condicdes DC1
(0,88 mmol CH,.d™), DC3 (0,33 mmol CH..d™) e DC4 (0,36 mmol CH,.d™). Esta é mais uma
indicacdo de que o HH gerado pela condi¢do DC2 (que tem menores teores de furanos e LS)

foi o que acarretou em menor desequilibrio cinético durante a DA. No entanto,

Considerando que o CH4 tem um poder calorifico inferior de 34450 kJ.Nm?
(Boussarsar et al., 2009), que o PBM do hidrolisado gerado pela condicdo DC2 foi de 1,56
Nmékg COT? e que a quantidade de COT solubilizado durante a AH do BC para esta
condicdo foi de 0,0539 kg COT.kg BCA™ (em base seca), calcula-se que a DA do HH gerado
pela AH em condi¢Ges moderadas (T ~ 179°C; t ~ 44 min e RSL ~ 0,2) é capaz de produzir
2,896 MJkg BC™' Este valor é superior ao estimado (1,87 MJ.kgBC™) por outros
pesquisadores que utilizaram hidrolisados gerados pelo pré-tratamento do BC com uma

solucdo alcalina de peroxido de hidrogénio (Rabelo et al., 2011).
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Costa Pinheiro et al. (2014) estimaram uma producdo de energia de 7,1 MJ.kg BC™
através da producdo de CH, a partir de uma mistura de sélido (bagaco residual pré-tratado) e
fracdo liquida (hidrolisado hemicelul6sico) obtida apds o pré-tratamento alcalino do BC.
Embora este valor seja 2,5 vezes maior do que o estimado neste estudo, deve-se salientar que
a quantidade de energia estimada neste estudo para as condi¢cdes DC2 refere-se apenas a DA
da fracdo soluvel (HH). A fracdo solida residual obtida apds o pré-tratamento por AH pode
ainda ser destinada a um processo de deslignificacdo para a remocéo de lignina, e a fracdo
resultante rica em celulose pode ser submetida a uma etapa de hidrélise enzimatica visando a

producdo de bioetanol 2G.

O uso do HH para a producdo de CH,4 e consequentemente geracdo de energia pode
abrir um caminho para uma integracdo sustentavel na producdo do bioetanol 1G e 2G. Sabe-
se que a presenca de fragmentos de hemiceluloses gerados apds a hidrélise enzimatica no
hidrolisado utilizado para producéo de etanol 2G pode piorar os rendimentos de conversédo de
glicose (Batalha et al., 2015). Os micro-organismos responsaveis pela fermentacdo de
acucares em etanol ndo sdo capazes de utilizar aglcares C5, tais como xilose e arabinose, que
sdo os principais componentes das hemiceluloses (Kaparaju et al., 2009). Considerando tal
situacdo torna-se importante a tentativa de maximizar a solubilizacdo das hemiceluloses
buscando sua utilizacdo no processo de DA. A DA do HH cria uma possibilidade de geracéo
de mais um vetor energético (CH,) utilizando uma parte da biomassa que até entdo poderia
ser considerado um efluente liquido gerado pelo pré-tratamento. A aplicacdo de tal tecnologia
na cadeia produtiva da biorrefinaria da cana-de-acUcar pode contribuir positivamente para

sustentabilidade do processo.
6.7  Conclusdes

A AH do BC mostrou que condi¢bes severas (185°C, 55 min) e baixa RSL (0,14)
levaram a produgdo de HH com baixo PBM (0,74 Nm3.kg COT™), e que condigbes mais
brandas (178°C; 44 min) e RSL (0,23) geraram um HH com um maior PBM (1,56
Nm3.kgCOT-1). A taxa de producdo de CH, estimada pelo modelo de Gompertz foi de 2,6
mmol.d? para a melhor condicdo de desejabilidadae. O CH, quando considerado para
combustdo mostrou ser capaz de gerar em torno de 2,9 MJ.kg BC™. A digestdo anaerébia do
HH contribuiu para fechar o balango energético em uma biorrefinaria de cana, poupando
assim o BC para usos mais nobres como a producdo de bioetanol 2G e/ou a recuperacgéo de

compostos de alto valor agregado.

112



AVALIACAO DA PRODUCAO DE H, E CH, A PARTIR DO PROCESSO DE DIGESTAO ANAEROBIA
EM DOIS ESTAGIOS (25-DA) DO HH GERADO PELA AH DO BC

7 AVALAIACAO DA PRODUCAO DE HIDROGENIO E METANO A PARTIR
DO PROCESSO DE DIGESTAO ANAEROBIA EM DOIS ESTAGIOS (DA-2S)
DO HIDROLISADO HEMICELULOSICO GERADO PELA AUTO
HIDROLISE DO BAGACO DE CANA DE ACUCAR

Destaques do trabalho

e Digestdo anaerobia em dois estagios foi usada para produzir H, e CH4 a partir do
hidrolisado hemiceluldsico;

e A fase acidogénica mostrou-se eficiente na detoxificagdo do hidrolisado
hemiceluldsico, aumentando a producdo CH,4 em 4 vezes;

e O uso da etapa acidogénica permitiu o uso de condi¢des mais severas de pré-
tratamento por AH do BC;

e A energia livre que pode ser obtida pela combustdo dos biogases H, e CH, produzidos
durante a digestdo anaerdbia em dois estagios do hidrolisado hemiceluldsico foi de

3,15 MJ.kg BC-l(base seca)

Figura Resumo
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7.1 Resumo

Este estudo teve como objetivo otimizar a recuperacdo de energia liquida a partir da
producédo de H, e CH,4 por meio da digestdo anaerdbia dos hidrolisados hemicelulosicos (HH)
obtidos em condicdes desejaveis (DC) do pré-tratamento por auto hidrdlise (AH) do bagaco
de cana-de-acucar (BC). A digestdo anaerdbia foi realizada em dois estagios (acidogénico-
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metanogénico, DA-2S), descontinuos, no qual o estagio acidogénico atuou como uma fase de
hidrélise e biodetoxificacdo. Isto permitiu a utilizacdo de condi¢cBes mais severas de pré-
tratamento do BC por AH, T = 178,6°C e t = 55 min (DC3) e T = 182,9°C e t = 40,71 min
(DC4), que, resultaram em maior extracdo de hemiceluloses do BC (DC3 = 77,40% e DC4 =
73,90%), o que consequentemente melhorou o equilibrio energético liquido do processo
proposto. A energia estimada a partir da combustdo de ambos os gases (H, e CH,4) gerados na
DA-2S do HH gerado pela condigdo DC4 foi capaz de produzir uma energia liquida de 3,15
MJ.kg BC hase seca.

7.2  Introducao

A AH é um pré-tratamento fisico-quimico em que a biomassa lignoceluldsica é pre-
tratada com agua no estado liquido quente e sob elevada pressdo. Durante 0 processo,
conforme abordado anteriormente as cadeias de hemiceluloses sdo hidrolisadas e
solubilizadas. Uma fracdo solida parcialmente deslignificada e rica em celulose € gerada e
pode ser utilizada como um substrato para a producdo de bioetanol (2G) por meio da
integracdo de processos de conversdo enzimatica seguida de fermentacdo com leveduras
(Buruiana et al., 2014).

Além da fracdo solida, o hidrolisado hemiceluldsico (HH) também é gerado. Alguns
autores como Saha (2003) mostram que esse hidrolisado contém oligbmeros que podem ser
usados como matéria prima na producao de hidrogel ou serem submetidos a processos de
fermentacgdo para producéo de etanol hemiceluldsico.

Em vista a complexidade do HH gerado, a separacdo de oligdbmeros para 0 uso na
producdo de hidrogel exige técnicas caras de extracdo, o que pode inviabilizar essa aplicacao.
Em relacdo a producdo de etanol a partir de aclcares C5, uma corrente de estudiosos aponta
que a aplicacdo de tal finalidade esta atrelada a capacidade de desenvolvimento de micro-
organismos geneticamente modificados capazes de converterem agucares C5 em etanol em
escala real (Carvalheiro et al., 2008).

Além dos problemas levantados, o uso do HH em bioprocessos pode ser prejudicado ja
que e conhecido que além dos agucares C5 existem também compostos gerados pelas reacoes
de modificacdo da lignina e os formados a partir da desidratacdo dos agucares (FF e HMF),
que sdo considerados toxicos para uma grande quantidade de micro-organismos (Martinez et
al., 2001; Arrizon et al., 2012; Mateo et al., 2013).
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Uma possibilidade que vem ganhando forca nos ultimos anos para o melhor
aproveitamento energético da fracdo hemicelulésica € o uso do HH como substrato em
processos de DA para producdo de CH, conforme apresentado no capitulo anterior. No
entanto, os estudos disponiveis na literatura relatam pequenas taxas de producdo de CHy,
principalmente devido a presenca de compostos tdxicos no hidrolisado (Costa, A. G. et al.,
2014; Bolado-Rodriguez et al., 2016).

Diante disso, uma alternativa que pode ser utilizada para aumentar a produgéo de
biometano é fazer a biodetoxificagdo do HH por meio da separacdo espacial das fases
acidogénica e metanogénica (DA-2S). Pelo fato dos micro-organismos acidogénicos
possuirem taxas de crescimento mais elevadas quando comparadas com 0S micro-organismos
metanogénicos, a inclusdo da fase acidogénica antes da fase metanogénica pode promover a
conversao dos aclcares C5 e de outros compostos soluveis, por exemplo, FF, HMF, LS e
fragmentos de xilo-oligbmeros em acidos organicos e/ou em outros compostos que sdo mais
facilmente biodegradaveis. Os compostos formados na etapa acidogénica podem ser
convertidos mais facilmente em CH, e CO, na fase metanogénica.

Até o momento os estudos que foram publicados abordam aspectos diferentes como,
os tipos de substratos que podem ser utilizados, as melhores configuracdes dos reatores e 0s
efeitos das varidveis de operacdo sobre a producdo de H; na etapa acidogénica e CH4 na
metanogénica. No entanto, tais estudos utilizam outros tipos de substratos como, por exemplo,
aguas residuais, residuos alimentares e agricolas (Arreola-Vargas et al., 2016; Lindner et al.,
2016). No melhor do nosso conhecimento, ndo foram encontrados estudos na literatura que
avaliassem a influéncia da separacdo espacial acidogénica/metanogénica na producao de H; e
aumento da producédo de CH, usando como substrato o HH obtido pela AH do BC.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial da producdo de H; e de
CH, em sistema de digestdo anaerobia descontinuo de dois estagios (DA-2S) alimentado com
HH obtidos a partir das quatro condigdes de preé-tratamentos geradas pela ferramenta de
desejabilidade (ver Tabela 6.3) apresentada no capitulo 6. Além disso, investigou-se a
influéncia da composicao do HH sobre as taxas de producéo de H, e de CH,4 e a capacidade da
fase acidogénica em funcionar como uma etapa de biodetoxificagdo do HH. Considerando o
conceito de biorrefinaria também foi avaliada a capacidade de geragdo de energia a partir da
queima do H, e CH,4 produzido durante a DA-2S e a possibilidade de utilizacdo da fracao
solida remanescente a AH em uma posterior etapa de hidrolise enzimética (HE).
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7.3  Material e Métodos

As metodologias gerais utilizadas estdo apresentadas no capitulo 5. Este tépico tem

como objetivo apresentar as metodologias especificas desta etapa do trabalho.

7.3.1 Biodegradabilidade acidogénica do hidrolisado de hemiceluloses

Os ensaios de DA-2S em batelada foram realizados em triplicata para obter o potencial
bioquimico de producdo de hidrogénio (PBH) e para avaliar a capacidade dos micro-
organismos em atuarem como agentes biodetoxificantes do HH. Um teste controle sem a
adicdo de substrato também foi incluido para avaliar a atividade do inoculo. Todos os
experimentos foram realizados em condi¢fes mesofilicas em frascos reatores de vidro com
275 mL de volume total, que foram incubados a 35°C em agitadores orbitais termostatizados
da marca Solab®.

O volume de HH usado em cada frasco reator foi fixado em 15 mL e o volume total do
reator foi de 150 mL, restando 125 mL de head space. A quantidade de in6culo usada em
cada teste dependeu da concentracdo de carbono organico total solivel (COT) de cada HH a
fim de manter uma relagdo alimento/micro-organismo (A/M) de 1,85 g COT.g SSV* como
sugerido por outros autores (Kongjan e Angelidaki, 2010). O pH inicial em cada frasco reator
foi mantido em 5,5 adicionando gotas de solugdo de NaOH (1,5 mol.L™) quando necessario.
Além disso, uma solucdo de macro- e micronutrientes foi adicionada conforme composicédo
sugerida por Fangkum e Reungsang (2011).

Parte do indculo usado para os testes acidogénicos foram coletados de um reator
anaerobio tipo upflow anaerobic sludge blanket (UASB) alimentado com esgoto sanitario,
instalado no centro de pesquisa e treinamento em saneamento (CePTS) UFMG/Copasa)
localizado na ETE Arrudas no municipio de Belo Horizonte e a outra parte foi de fezes
bovina, que presumidamente possui como consorcio microbiano micro-organismos
anaerobios adaptados a fracGes hidrolisadas de residuos lignoceluldsicos. Os indculos foram
misturados respeitando-se uma relacdo de 1:1 (m/m) de inoculo de UASB e fezes bovinas.
Apds a mistura, a mesma foi submetida a um pré-tratamento térmico a 90°C, por 10 min em
banho maria termostatizado da marca SOLAB®.

O pré-tratamento foi realizado para eliminar micro-organismos consumidores de
hidrogénio e dar uma vantagem adicional ao micro-organismos produtores de hidrogénio
como, Clostridium sp, que tem a capacidade de esporular e, por isso, resistem ao tratamento
térmico. Ap6s o pré-tratamento térmico o inoculo foi mantido sob pH de ~ 5,5 e alimentado
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semanalmente com uma quantidade de xilose suficiente para manter uma concentracao de 1,0
g.L™Y. Antes do inicio dos testes de PBH o indculo foi incubado por sete dias nas mesmas
condiges do teste. Isto foi realizado para evitar a producdo de H, a partir da matéria organica
residual presente no indculo. Amostras dos reatores de bancada foram coletadas no inicio e
final do teste para determinar o teor de COT, acucares, furanos, LS, XOS e &cidos organicos.

Apos a etapa acidogénica a eficiéncia de conversdo 4cida (EA) para cada condicéo foi
estimada pela equacéo 7.1 como segue,

C o TAGV

EA% = (
COTsubstrato

jxlOO (7.1)

em que EA é a porcentagem de carbono organico total alimentado que foi convertido em AGV
, COTagv € a quantidade de carbono organico total presente na forma de AGV apds a fase
acidogénica e COTgypstrato € @ quantidade de COT alimentado no inicio do ensaio acidogénico.
A fim de estimar este pardmetro considerou-se a quantidade tedrica de carbono orgénico total
presente em cada mol de AGV medido nas amostras (por exemplo, 24 g de carbono por mol

de acido acético).

7.3.2 Avaliacdo do potencial bioquimico do metano

Apdbs os testes anaerdbios acidogénicos, cada frasco de vidro foi aberto e a fracdo
liquida restante foi separada do indculo acidogénico (fase solida) por meio de centrifugacao a
3600 rpm durante 15 min. Uma parte da fracdo liquida (efluente) foi armazenado para
posterior caracterizacdo da quantidade de agucares C5-C6, AGV, FF, HMF e COT, enquanto
que 15 mL foram utilizados para os testes metanogénicos.

Os testes anaerdbios metanogénicos em batelada foram realizados em triplicata para
avaliar PBM da fracdo liquida resultante dos testes acidogénicos. Um teste controle, sem a
adicdo de substrato também foi executado para avaliar a atividade metanogénica do inoculo.
Todos os experimentos foram realizados em condi¢fes mesofilicas a 35°C em reatores de
vidro de 275 mL, que foram colocados num agitador orbital termostatico sob as mesmas
condicdes anteriormente descritas para os testes acidogénicos. O volume de liquido de cada
frasco de vidro foi de 150 mL, garantindo um head space de 125 mL.

O inbculo anaerdébio usado para os testes de PBM também foi tirado do CePTS
UFMG/Copasa. O in6culo também foi pré-incubado durante quatro dias a 35°C, a fim de

eliminar a producdo de CH, a partir da biodegradacéo de qualquer matéria organica residual.
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A quantidade de inoculo utilizado dependeu da concentracdo de carbono organico total (COT)
remanescente na fracdo liquida (efluente) de cada teste acidogénico. Isto teve como objetivo
manter uma razdo A/M de 0,4 g COT.gSSV™. Uma quantidade de solucdo tampdo de
NaHCO3 aquoso foi adicionada para atingir uma concentracéo de 5,0 g.L ™ em cada reator de
vidro. Além disso, uma quantidade de nutrientes foi adicionada para se obter uma solugédo
com 0s seguintes componentes e as suas respectivas concentragdes em g.L ™ entre parénteses:
NH.CI (0,28), K;HPO, (0,25), MgSO,.7H,0 (0,10), CaCl,.2H,O (0,01) e CaCOs (0,60).
Adicionalmente, 150 uL de uma solucdo contendo os seguintes elementos trago com as suas
respectivas concentragdes (mg.L™) em parénteses foram adicionados a cada frasco de vidro:
FeCl,.4H,0 (2,0), H3BO;3 (50), de ZnCl;, (50), CuCl,.2H,0 (38), MnCl,.4H,0 (500), (NH,)
6M07024.4H,0 (50), AICI3.6H,0 (90) e CoCl,.6H,0 (2,000) (Costa et al., 2014). No final dos
testes metanogénicos as amostras foram coletadas para determinagdo da concentracdo de
AGV e COT. Todos os valores de PBH e PBM (Nm®kgCOT™) foram expressos em
condicdes de temperatura e pressdo padrdo (STP: 273 K e 101315 Pa). Os testes de PBH e
PBM foram terminados quando a producao diaria de hidrogénio e metano foi inferior a 1% do

total acumulado.

7.3.3 Modelagem dos dados experimentais

Os dados de producdo acumulada de hidrogénio e de metano dos experimentos
acidogénicos e metanogénicos foram ajustados a um modelo de Gompertz modificado
equacdo (7.2) ou a um modelo cinético de primeira ordem pela equacéo (7.3). A validade dos
modelos foi verificada pelos coeficientes de determinacdo (R?) e a similaridade entre os
valores experimentais e aqueles valores previstos pelos modelos. Ap6s a analise, o melhor
modelo utilizado para modelar os dados experimentais acidogénicos foi o modelo de
Gompertz modificado. A producdo méxima de hidrogénio acumulado (P) foi entdo calculada
pela analise da regressdo sigmoidal ndo-linear dos dados experimentais usando a Eq. (7.2)

COMO segue:
Re
P/ mmol = Pexp{—exp[F(i—t)H}} (7.2)

em que P é o potencial de producéo de hidrogénio (mmol de Hy), R € a taxa maxima de
producéo de hidrogénio (mmol H; h.;), A é o tempo da fase lag (em dias) e e € exp(1) .
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Diferentemente do que foi observado no capitulo 6, 0 modelo cinético que melhor se
ajustou aos dados de producdo de CH,4 ndo foi o de Gompertz, mas sim o de primeira ordem
Eqg. (7.3), que tem sido aplicado com sucesso em outros estudos de biodegradabilidade

anaerodbia de biomassa lignocelulésica (Ferreira et al., 2013; Ferreira et al., 2014).

B /mmol = B, [1— exp(‘kht)} (7.3)

em que B é a producdo de CH, ( mmol ), By € comumente utilizado para estimar o grau da
extensdo da reacdo, variavel que esta relacionada com a biodegradabilidade do substrato e kj
(d 1) é a constante de velocidade cinética do processo metanogénico, que pode ser utilizada
posteriormente em modelos cinéticos genericos tais como o ADM1 para prever o desempenho
da digestdo anaerdbica.

A taxa de producdo maxima especifica de Hy (Rsn2) (Nm3.gCOT'1adicionado.d'l) ou CHy4
(Rscna) foi obtida dividindo o R gerado pelo modelo de Gompertz no caso do hidrogénio (Eq.
7.2) e o produto de By x ki no caso do CH4 (Eq. 7.3) pelo COT alimentado no inicio do teste.
Em ambos os casos foi necessario fazer a conversio de unidade de mmol para Nm?
considerando as condic@es padrdo (273,15 K e 101315 Pa).

7.3.4 Ensaio de hidrélise enziméatica

Os ensaios de hidrolise enziméatica com a fracdo sélida gerada no pré-tratamento do
BC por AH (referente a condi¢do DC4) foram realizados no Laboratério Nacional de
Tecnologia do Bioetanol (CTBE). Durante os ensaios utilizou-se dois coqueteis de enzimas:
celluloclast (celulase de Trichoderma reesei, ATCC 26921) e a B-glicosidade (celobiase de
Aspergillus niger). A atividade das enzimas na solugdo estoque foram previamente
determinadas atingindo os valores de 8553 FPU.mL™ e 544,37 UlL.mL™ para enzimas
celluloclast e B-glicosidade, respectivamente.

Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyers de 50 mL mantidos sobre agitacéo
em uma incubadora orbital de 150 rpm da marca New Brunswick Scientific®, mantida a 50°C
por 72 horas. A razdo liquido-sélido aplicada nos ensaios foi de 10:1 (ml.g™), sendo a massa
da fracdo solida (residual da AH realizada na condi¢cdo DC4) foi de 1,0 g. Durante 0s ensaios

a concentracao inicial das enzimas celluloclast e p-glicosidase foi fixada em 10 FPU.mL™" e
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20 UL.mL?, respectivamente. As amostras da fragdo sélida foram adicionadas juntamente com
o coquetel enzimatico e uma solucdo tampéo citrato (0,05 mol.L™). Durante os ensaios uma
quantidade de Azida de sddio (0,02% m/v) também foi adicionada para evitar o crescimento
microbiano.

Apbs as 72h, a hidrolise enzimatica foi interrompida por meio da inibi¢do térmica das
enzimas, o que foi feito imergindo os erlenmeyers em banho de gelo durante 30 min. Passada
a etapa de inativacdo as amostras do hidrolisado foram centrifugadas por 15 min a 9000 rpm,
possibilitando a separacdo das fracdes solida e liquida. Uma amostra da fracdo liquida foi
coletada para determinacdo da concentracdo de acucares fermentesciveis liberados durante a

HE, conforme descrito na se¢éo (5.2.5).

7.3.5 Estimativa energética

A estimativa energética para cada condicédo foi calculada considerando a quantidade
de energia gerada (E+) a partir da combustdo de hidrogénio (AH°de combustdo = 10,8
MJ.Nm?® H,) e metano (AH® de combustdo = 34,5 MJ.Nm?* CH,) produzido durante os ensaios
de PBM e PBH, considerando 90% de eficiéncia na combustdo. O gasto energético durante o
pré-tratamento por AH (E-) foi considerado para calcular o ganho liquido de energia (AE) do
processo.

A fim de calcular o gasto de energia, a razdo solido-liquido (RSL) utilizada em cada
uma das condi¢des, bem como a temperatura do pré-tratamento (Tan) € temperatura de
entrada do material, ou seja, BC (Tgcentrada = 25°C) € agua (Tyz0entrada = 100°C), foram
consideradas. A consideracdo de que a agua de alimentacdo entra a 100°C é plausivel, pois
poder-se-ia usar a agua residual das turbinas de condensacdo do sistema de cogeracdo de
energia das usinas de agucar e alcool. Os valores de capacidade calorifica (Cp) utilizados para
BC (em base seca de peso) e dgua foram 1,76 x 10° MJ. (kg °C)™ e 4,19 x 10 MJ. (kg°C)?,
respectivamente (Kling et al., 1987). O AE foi estimado utilizando a equagéo 7.5,

AE=E(+)-E(-)

COTSDIUveI
H2)+(PBM x AH Ocomb,CHA)]X—XO'g}_ (75)

AE ={[(PBH xAH®°
{[( BCbase sec a

comb,

{[Cp,SB X Mgg X (TAH,T _TSB,25°C)] + [Cp,HZO x x szo x (TAH,T _TH20,100°C)}

1
RSL
em que o PBH € o potencial bioquimico de hidrogénio, PBM é o potencial bioquimico de
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metano , COTsoavel/BChase seca € @ quantidade de carbono organico total soltvel por kg de BC,
em base seca, liberado para o HH ap6s os ensaios de AH e pu2o € a massa especifica da dgua

(1,0 g/ cmd).

7.4 Resultados e Discussao

7.4.1 Avaliacdo da biodegradabilidade acidogénica do hidrolisado hemicelul6sico (HH)

A Tabela 7.1 mostra a concentracdo dos principais compostos contidos no HH no
inicio dos ensaios acidogénicos. Para avaliar a eficiéncia da etapa acidogénica, a eficiéncia de
remocdo de COT, PBH e EA (%) foram avaliadas para cada condicdo de desejabilidade
estudada. Na etapa acidogénica nenhuma producdo de CH, foi detectada, indicando que o
tratamento térmico do indculo foi efetivo na inibicdo de bactérias metanogeénicas.

O preé-tratamento do BC na condicdo DC2 (178,6°C, 43.6 min e 0.238 g BC pase seca-
mL H,0™) foi 0 que gerou um HH com maior capacidade de producéo de H, (0,293 Nm?®. kg
COT™) como pode ser visto na Tabela 7.1. Estes valores de producdo sdo promissores quando
comparados com os valores obtidos por outros autores. Lazaro et al. (2014), por exemplo,
encontrou um valor de PBH de 0,133 Nm® H,.kg DQO™ utilizando vinhaca gerada durante a
producdo de etanol 1G como substrato. Jung et al. (2011) por sua vez encontrou valores de
PBH de 0,060 Nm® H,.kg DQO™ a partir de biomassa algal pré-tratada em 170°C por 20 min.
Nualsri et al. (2016) quando estudou a capacidade de producédo de H; a partir do suco da cana-
de-acticar obteve um valor de 0,373 Nm® H,.kg DQO™.

Com objetivo de comparar os resultados de PBH obtidos no presente estudo com
aqueles reportados por outros autores que também avaliaram o HH de diferentes culturas
como substrato, foi necessario converter os valores obtidos em Nm?®. kg COT™ para NL H..g
C5-C6, uma vez que muitos autores tem reportado seus resultados nessa unidade. O PBH de
0.83 NL H,.g C5-C6* encontrado neste estudo para 0 HH da condicdo DC2 é maior que 0s
0.33 NL H,.g C5-C6™* HH obtidos por Pattra, Sakchai et al. (2008), que utilizaram HH obtido
a partir do pré-tratamento acido do BC realizado com H,SO,4 0,5 % (v/v), 121°C, RSL = 0,06
e 60 min.

Os maiores valores encontrados para HH gerado pela condigdo DC2 mostram que a
AH foi capaz de gerar um HH mais susceptivel a geracdo de H, quando comparado ao pré-

tratamento &cido feito por Pattra, Sakchai et al. (2008). Possivelmente isto tenha ocorrido,
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pela maior severidade do tratamento acido, que pode levar a formacdo de maior quantidade de
compostos toxicos no HH. Além dos melhores resultados quando comparados ao HH gerado
pelo pré-tratamento &cido do BC, o PBH para o HH DC2 foi maior que os 0,30 NL H,.g C5-
C6™ observados quando avaliou-se 0 HH gerado a partir do pré-tratamento térmico por
explosdo a vapor da palha de milho realizada a 220°C por 3 min (Datar, Huang, Maness,
Mohagheghi, Czernik e Chornet, 2007).

A comparagdo dos resultados de producdo de PBH, obtidos para o HH gerado na
condicdo DC2, com alguns resultados reportados na literatura mostra que existe potencial
para producdo de H, a partir deste substrato. Uma hipdGtese para explicar a boa performance
observada para este HH pode estar associada as pequenas quantidades de furanos e
fragmentos de lignina sollvel nele contidas, quando comparado aos HH das condi¢fes DC1,
DC3 e DC4. A Tabela 7.1 mostra que para os HH DC1, DC3 e DC4 as concentracfes de LS
foram sempre maiores que 0,9 g.L™, enquanto que os teores de furanos foram sempre
superiores a 0,15 g.L™.

As concentracdes de furanos e lignina no HH estdo de acordo com aqueles
encontrados por Siqueira e Reginatto (2015). Esses autores mostraram que as concentracoes
de furanos entre 0,2 e 0,5 g.L™* diminuiram de 20 a 35% a producéo de H, quando comparado
a uma solucdo sintética contendo apenas glicose. O estudo desenvolvido por esses autores
também aponta que a presenca de alguns compostos derivados da lignina como siringaldeido,
vanilina e 4cido 4-hidroxibenzéico, em concentraces de 0,250 g.L™* a 2,0 g.L, apresentaram
efeitos deletérios aos micro-organismos e diminuiram a producédo de H, em até 70%.

A Figura 7.1 mostra como as maiores concentracoes de LS e furanos podem prejudicar

o desempenho da taxa maxima especifica de producdo de H (Rsn,). Quando os valores de
Rsh, para o0 HH DC2 (0,118 Nm?® H,.kg COT'ladicionado.d'l) sdo comparados com os obtidos

para 0s HH DC1 (0,040 Nm® H..kg COT aicionado-d™), DC3 (0,052 Nm® H,.kg COT
L gicionado-d™) € DC4 (0,043 Nm?® Hy.kg COT icionado-d ™) é possivel notar que o HH produzido
pelas condigcbes DC1 e DC4 foram os que apresentaram maiores valores de furanos, 0,202
g.Lt e 0,270 g.L?, respectivamente. Além disso, as condicdes DC1 e DC4 também foram as
que apresentaram HH com maiores teores de LS, 1,24 g.L ™! e 1,27 g.L™, respectivamente.
Esses resultados confirmam que maiores quantidades desses compostos comprometem a
cinética da producdo de H, por micro-organismos acidogénicos, No entanto, mesmo sendo
comprometidos esses micro-organismos possuem uma maior tolerancia quando comparados

aos metanogénicos, o que fortalece o uso da etapa acidogénica antes da metanogénica. Isto é
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facilmente confirmado se compararmos os valores das fases de adaptacao (A) para o consorcio
acidogénico alimentado com todos os HH (DC1= 0,604, DC2= 0,574, DC3= 0,994 e DC4=
1,025 dias), com os valores para 0 consorcio microbiano atuantes no sistema anaerébio de um
Unico estagio (ver Fig 6.9), quando alimentados com os mesmos HH (DC1= 7,53, DC2=
11,37, DC3= 7,65 e DC4= 10,02 dias).
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Tabela 7.1: Caracteristicas do HH antes do inicio da etapa acidogénica e valores de desempenho do processo.

3 PBH
Condiie COT  C5-C6  Furanos  HAC LS’ XOS Re”%go de 3 _ EA(%)
@@L (@L) (@L) (@L) (@L) (@L) (%)° (Nm™ Ha.kg TOC™)
29 0656 0202 0301 124 22,85 0,090
DCL (40086) (£0,017) (£0,0045) (+0012) (+0.156) —°° (+ 1.38) (+ 0,028) 5540
5c 18 o0em % oo0  osm . 19,51 0,293 o1 g
(£0042) (£0022) , ooee (E008) (£0.058) (& 2.41) (+0,022)
oc3 23 0723 018l 0324 L1l ..o 31,00 0,180 88,69
(£0,022) (+0026 (+00089) (+0019) (+0.131) ° (+ 3,56) (+0,018)
ocs 290 0867 0270 0419 147 37,66 0.187 82,98
(+0,038) (+0,056) (+00072) (+0015) (+0,137) (+ 3.92) (+ 0,028)

acético, ° lignina soltvel, © xilo-oligdmeros (XOS).
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Figura 7.1: Taxa maxima especifica de producéo de H, (), potencial bioquimico de H, PBH
(£Z1), lignina soluvel (-o0-) e furanos (-o-).

L7 O Bspz 19m® Hy kg COT! nenpae &7
1.5¢ 1 3 PRH (Nm® Hykg COT gy )
1.25¢ 4 {-0-)lignina Solivel (g L1}
1 J (-O-)Furanos (g L1y
0.75F

A Figura 7.2 mostra a relacdo existente entre a Rsy, € a razdo de agucares C5-C6 e
compostos toxicos totais (C5-C6/CTT) presentes em cada HH gerado por cada condi¢cdo. Os
compostos toxicos totais (CTT) foram considerados como a soma de furanos e lignina.
Valores maiores de C5-C6/CTT indicam que o HH possui uma menor carga de compostos
toxicos em relacdo aos compostos facilmente biodegradaveis. Como os efeitos da toxicidade
de compostos originados a partir de biomassa lignocelulésica afetam mais a cinética dos
bioprocessos (Mussatto e Roberto, 2004), esta variavel pode ser usada para verificar o nivel
de toxicidade do sistema.

125



AVALIACAO DA PRODUCAO DE H, E CH, A PARTIR DO PROCESSO DE DIGESTAO ANAEROBIA
EM DOIS ESTAGIOS (25-DA) DO HH GERADO PELA AH DO BC

Figura 7.2: Relacgdo entre a razdo C5-C6/CTT (-0-), Rsp2 (1) e PBH (£2) para os HH.

1.2
O Bz Mm? Hy kg COT o 41
1r 1 01 PRH (Mm’® Hyks COT gy n)
(-0-) CS5-C6/CTT
0.75}¢
0.5
0.293
0.25 : 0.180 0.187]
o118 P e T
0.09 :
0.047" : 0.052 0.043
o — | -—
DCl1 DC2 DC3 DC4

Na Figura 7.2 é possivel perceber que o comportamento da Rsy, Segue a mesma
tendéncia da razdo C5-C6/CTT. Um aumento de 0,538 na razdo C5-C6/CTT observada entre
0 HH DC1 e 0 HH DC2 provocou um aumento de 0,078 Nm® Hz.kg COT jimentado-d™ Na Rspo.
Por outro lado, € possivel perceber que uma diminuicdo de 0,314 na razdo C5-C6/CTT do HH
DC2 para o HH DC3 levou a uma reducéo de 0,066 Nm® Hy.kg COT aimentado-d™*, €nquanto
que uma reducdo de 0,295 na razdo C5-C6/CTT do HH DC3 para o DC4 provocou uma
reducdo de 0,009 Nm? H..kg COT Yimentado.d . Tais resultados sugerem que o entendimento
da variavel C5-C6/CTT pode ser um bom pardmetro para avaliar a relacdo entre o nivel de
toxicidade do sistema e as alteragfes nas taxas maximas de producgdo de H, para o0 HH gerado
a partir da AH do BC.

A Figura 7.3(a-d) mostra o perfil cinético para producdo de H, para todos os HH
obtidos a partir das condices testadas. Além disso, € possivel verificar os parametros
cinéticos obtidos pelo ajuste do modelo de Gompertz modificados (Eg. 7.2) para os dados
experimentais. Por meio dos valores de coeficiente de correlagdo R? > 0,96, observados para
todos os experimentos, € possivel dizer que o modelo foi capaz de explicar 96% dos dados
experimentais. O valor da taxa méxima de producdo de H, (R) observado para o HH DC2
(1,417 mmol H,.d™) foi pelo menos 50% maior que os observados para os HH (DC1 = 0.774
mmol H,.d*}, DC3 = 0.815 mmol H,.d™ e DC4 = 0.840 mmol H,.d™).

O melhor desempenho observada no estagio acidogénico para o HH DC2 pode estar
relacionada a quantidade de carbono organico sollvel que foi convertido a AGV. Para este

HH a EA (%), conforme pode ser visto na Tabela 7.1, foi estimada em 91,85%. Este valor €
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maior do que aqueles obtidos para HH DC1 (55,40%), DC3 (88,69%) e DC4 (82,98),
sugerindo que a composicdo do HH DC2 seja a mais apropriada para 0 processo de
acidificacdo. Adicionalmente, uma explicagdo para o pior desempenho do HH DC1 talvez
esteja relacionada com a baixa conversdo de COT a acido como observado para este HH. A
maior acidificacdo do HH parece favorecer a etapa posterior de metanogénese, como sera
discutido posteriormente.

Tendo em vista que os furanos e ligninas sdo compostos considerados toxicos e que 0s
XOS sdo macromoléculas que necessitam passar por uma etapa de hidrolise para serem
utilizados durante a DA, os mesmos foram considerados importantes para fase de adaptacéo
dos micro-organismos. Com intuito de avaliar o efeito isolado de cada uma dessas variaveis
sobre a fase lag (L), a partir da Tabela 7.1 e da Figura 7.3 compararam-se os valores obtidos
para as diferentes condicdes.

Em DC1 e DC2 os valores de concentracéo dos XOS (DC1=1,95e DC2 = 2,12 g.L™")
para 0s dois ensaios sao muito préximos, enquanto que os valores de LS (DC1=1,24 e DC2 =
0,54 g.L™") e furanos (DC1 = 0,202 e DC2 = 0,089 g.L™) sofreram uma variag&o de ~ 2 vezes
para ambas as variaveis. Ao avaliar os valores de 1 (DC1 = 0,604 e DC2 = 0,674 dias), é
possivel perceber que ndo houve grande diferenca entre eles. Isto permite concluir que apesar
da toxicidade relatada para os furanos e lignina soltvel, o efeito desses compostos sobre a
fase lag da etapa acidogénica ndo se mostrou relevante.

Por outro lado, na comparacdo entre as condicdbes DC1 e DC4, em que as
concentragdes de LS e furanos ndo foram muito diferentes, observou-se uma variacdo na fase
lag de ~ 2 vezes (DC1 = 0,604 e DC4 = 1,025 dias). Essa diferenca pode ser explicada pelo
efeito da variavel XOS sobre /, visto que a concentracdo desse composto no HH DC4 foi
maior (DC1 = 1,95 e DC4 = 4,0 g.L™"). Com isto fica evidente que o efeito da variavel XOS
sobre a fase lag durante a etapa acidogénica € mais pronunciado do que observado para 0s

furanos e lignina solavel.
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Figura 7.3: Produgdo acumulada de H, na etapa acidogénica para os HH DC1(a), DC2(b),
DC3(c) e DC4(d)
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Durante a etapa acidogénica da DA os acidos sdo normalmente os principais produtos
acumulados. A Figura 7.4 mostra a concentracdo dos diferentes AGVs acumulados durante a
digestdo anaerdbia dos HH. Além dos acidos é possivel observar a concentracao inicial e final
dos principais compostos presentes no HH. A Figura 7.4 mostra que durante a etapa
acidogénica os compostos facilmente degradaveis como os acucares C5-C6 (glicose, xilose e
arabinose) foram totalmente consumidos pelos micro-organismos e possivelmente convertidos
em AGVs. Além das conversdes dos agucares, a Figura 7.4 mostra que para todos HH foram
observadas reducdes nas concentracbes de FF e HMF. A eficiéncia de remocdo para 0S
furanos (FF + HMF) em todos os ensaios foi superior a 80%.

Kongjan et al. (2010) em estudo realizado para avaliar a capacidade de producéo de
H, a partir do HH obtido da palha de trigo usando micro-organismos da espécie Thermodes
ulfovibrio sp, também reportou a degradacdo de compostos toxicos como FF e HMF. Esses

resultados, associados aos encontrados neste estudo, demonstram a capacidade dos micro-
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organismos produtores de H, em removerem parte dos compostos toxicos presentes no
hidrolisado. Essa remocéo pode ocorrer por assimilagdo por parte dos micro-organismos ou
pela adsorcdo desses compostos no indculo. Esta hipotese é plausivel, pois, a hidrofobicidade
desses compostos associada a hidrofobicidade da parede celular dos micro-organismos pode
favorecer o mecanismos de adsorcao.

As redugdes na concentracdo dos compostos toxicos observadas durante os ensaios
acidogénicos certificam a capacidade da fase acidogénica em atuar como uma etapa
detoxificante do HH antes do seu uso para producdo de CH4 em uma etapa metanogénica.
Essa acdo pode melhorar a producdo de CH,4, pois 0s micro-organismos metanogénicos
acetoclasticos que apresentam menores taxas de crescimento e sdo menos tolerantes aos
compostos toxicos entrariam em contato com um HH mais biodegradavel.

Os principais metabolitos gerados pela digestdo acidogénica do HH obtido pela AH do
BC foram os acidos acéticos e butirico. A Figura 7.4 mostra que para os HH obtidos pelas
condicdes de pré-tratamento mais severas como DC1 (185°C e 55 min), DC3 (178,6°C e 55
min) e DC4 (182,9°C e 41 min) houve predominancia do acimulo de &cido butirico ao invés
de acetico.

Alguns autores, tais quais Buitrén et al. (2014), Lazaro et al. (2014) e Pattra, Sakchai
et al. (2008) usaram as razdes de HAC/AGVipa € HBU/AGV T para estimar a rota
metabdlica predominante dos micro-organismos durante a etapa acidogénica. Na Figura 7.4 €
possivel verificar que no final da etapa acidogénica quando se utilizou o HH produzido pela
condicdo DC2, o valor da relacdo HAC/AGV 4 foi de 0,47 mg HAc.mg AGViotar ™, enquanto
que o valor da relacdo HBUt/AGViq, atingiu o valor de 0,23 mg HBut.mg AGViow*. Esses
valores permitem concluir que o HH gerado pela DC2 favoreceram a rota acetica.

O maior valor de PBH (0.293 Nm®kg COT™) observado para este HH pode estar
relacionado com a predominancia da rota acética no sistema. Considerando o metabolismo
para agucar C6 (glicose), sabe-se que 1 mol de glicose quando convertido a acetato pode gerar
4 mols de H,, enquanto que a rota butirica € capaz de gerar apenas 2 mol de H, (Fangkum e
Reungsang, 2011). Diante disso, é possivel afirmar que o HH que possui caracteristicas que
favorecem a rota acética, como o gerado pela condigdo DC2 deve ser preferido quando o
objetivo é a producédo de H.

Para aqueles HH com maiores quantidades de compostos tdxicos (DC1, DC3 e DC4),
a digestdo acidogénica seguiu preferencialmente a rota butirica. Para 0 HH DC1 o valor de
HAC/AGVy foi de 0,29, enquanto que HBUt/AGViya foi 0,39. Esse comportamento foi
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repetido para as condigdes DC3 (HAC/AGVipa = 0,28 € HBUt/AGViia = 0,39) e DC4
(HAC/AGVgta = 0,20 e HBUt/AGVgta = 0,36). Isto mostra um indicio de que sistemas com
elevados teores de compostos toxicos podem induzir a rota butirica. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados por outros autores como Fangkum e Reungsang (2011), que
também notaram a predominancia de uma fermentacdo butirica para um HH produzido pelo
pré-tratamento &cido (5% H,SO,4 (v/v), 60 min e 121°C) do BC. Tal pré-tratamento é
conhecido por gerar grandes quantidades de compostos toxicos.

Outro metabdlito produzido pela degradagdo acidogénica do HH gerado pela AH do
BC foi o acido lactico. No final da etapa acidogénica, a concentracdo de acido lactico no
efluente foi de 732 (DC1), 265 (DC2), 422 (DC3) e 815 mg.L™* (DC4). A maior quantidade de
acido lactico observada para os HH DC1, DC3 e DC4, pode ser um dos fatores que explicam
o maior valor de PBH observado para condi¢cdo DC2. De acordo com Nualsri et al. (2016) nédo
existe consumo ou geracdo de H, associado a formacdo de &cido lactico a partir de agucares.
Sendo assim, condicBes que geram maiores quantidades de &cido lactico podem exibir
menores producdes de Hs.

As eficiéncias de remocdo de COT durante a etapa acidogénica para todos os HH
estudados foram menores que 40%, conforme pode ser visto na Tabela 7.1. Isto indica que a
etapa acidogénica ndo contribuiu para remocao de carbono soltvel do hidrolisado. De fato, os
dados apresentados anteriormente mostram que grande parte da matéria organica presente no
HH tenha sido provavelmente convertida a AGV. Devido a grande quantidade de matéria
organica residual no efluente acidogénico é requerida uma etapa adicional ao processo para
remover o carbono presente na fracdo liquida, e tal etapa pode ser a metanogénese. A incluséo
desta etapa ao processo pode aumentar a recuperacdo de energia a partir do HH gerado pela
AH do BC.
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Figura 7.4: Concentragdo de substratos e metabolitos na fase liquida no inicio e final dos ensaios acidogénicos.
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7.4.2 Avaliacédo da biodegradabilidade metanogénica do efluente acidogénico

O estagio metanogénico em um sistema anaerobio de dois estagios (DA-2S) inicia-se
apos a fase acidogénica. Para simular isto em escala de bancada, o efluente acidogénico foi
recuperado e submetido a uma etapa metanogénica como descrito na secdo 7.3.2. Os dados da
modelagem realizada pelo modelo de cinética de primeira ordem (Eq. 7.3) para os dados
experimentais obtidos pelos ensaios de PBM para todos os HH estudados (DC1, DC2, DC3 e
DC4) sao apresentados na Figura 7.5.

Figura 7.5: Producdo acumulada de CH4 durante o estagio metanogénico do efluente

acidogénico gerado a partir da acidogénese do HH gerado pela AH do BC nas condi¢bes DC1,
DC2, DC 3 e DCA4.
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A Figura 7.5 mostra que a producdo de CH, iniciou-se nas primeiras horas,
demonstrando que 0s micro-organismos metanogénicos encontraram um substrato mais
biodegradavel, ndo demandando nenhum periodo de adaptagdo ou fase lag. Esses resultados
diferem daqueles apresentados no capitulo 6, em que se observou um periodo de adaptacéo
para todos os HH usados nos ensaios de PBM (ver Figura 6.9). As fases lag reportadas para a
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DA em unico estagio para o HH gerado pela AH do BC variaram de 7,5 a 11,4 dias,
indicando que 0s micro-organismos demandaram tempo bem superior ao seu tempo de
geracdo para se adaptarem ao meio. Conforme discutido anteriormente, isto aconteceu em
decorréncia da presenca de compostos toxicos no HH.

A Tabela 7.2 compara os valores de PBM bem como os parametros cinéticos obtidos
para producdo de CH4 por DA em um Unico estagio (DA-1S), conforme ja discutido no
capitulo 6, com os valores obtidos quando o HH foi submetido a uma digestdo anaerdbia em

dois estagios, acidogénese e metanogénese (DA-2S).

Tabela 7.2: Comparacgdo dos parametros da atividade metanogénica realizada com HH obtido
pela AH do BC em em Unico estagio e em duplo estagio.

Condicdes da AH DA-1S DA-2S
(Fontede HH) PBM®* 1° Rsch,” PBM 1  Rsch,

DC1 0.74 753 0.007 100 None 0.019
DC2 156 1137 0.032 1.81 None 0.049
DC3 048 7.65 0.003 152 None 0.042
DC4 0.35 10.02 0.003 152 None 0.043

*PBM - Nm® CH,.(kg TOC)™; "1 —fase lag (d™); “Rscw, - Nm® CH,.(kg TOC.d)™.

Uma possivel explicacdo para as diferencas observadas na fase de adaptacdo parece
estar relacionada ao fato de que na etapa acidogénica parte dos xilo-oligdmeros e compostos
considerados toxicos foram assimilados e convertidos em compostos mais facilmente
biodegradaveis, portanto, a fase acidogénica teve o papel de atuar como uma etapa de
biodetoxificagdo do HH.

O aumento na producdo de CH,4 durante a DA-2S pode ser observado comparando 0s
valores de PBM. Para todos os HH estudados a adicdo de uma etapa acidogénica antes da
etapa metanogénica melhorou a atividade dos micro-organismos e culminou com aumentos
nos valores de PBM de até 4 vezes. Os maiores ganhos foram observados para as condi¢des
até entdo consideradas como geradoras de um HH de dificil assimilacdo, como é o caso dos
HH obtidos pelas condigfes DC1, DC3 e DC4. O aumento no PBM para o HH DC1 tratado
previamente submetido a etapa acidogénica foi de 35,1 %. Enquanto isto, os valores para as
condi¢cdes DC3 e DC4 foram, 216 e 334 %, respectivamente. O aumento observado para o
HH DC2 néo foi tdo significativo, apenas 16 %. Isto mostra que tal HH ja continha em sua
composicdo uma matéria orgénica soltvel mais disponivel para producdo de CH; em um

anico estagio.
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Além do PBM, a inclusdo da etapa acidogénica também alterou os parametros

cinéticos do processo, tal qual a taxa de produgdo maxima especifica de CHs (Rscw,). Para
todos os HH estudados a Rsch, foi aumentada quando comparada ao sistema em um Unico
estagio. Os valores de Rscy, para os HH DC1 e DC2 foram 2,7 e 1,3 vezes maiores que

aqueles observados para o sistema em um Unico estagio, respectivamente. Enquanto isto para

os HH DC3 e DC4 os valores de Rscn, no sistema DA-2S foram 14 vezes maiores que 0s

observados para a digestdo em uma Unica fase.

As maiores mudancas observadas na Rscn, para 0 HH DC3 e DC4 podem estar

relacionadas aos maiores valores de XOS presentes nestes HH, conforme pode ser visto na
Tabela 7.1. Como essas moléculas sdo mais complexas e exigem a inclusdo de uma etapa de
hidrolise antes de serem convertidas pelos micro-organismos metanogénicos, a sua presenca
no sistema anaerébio em um Unico estagio, ao que tudo indica, alterou a cinética do processo.
Isto pode ser confirmado ao se avaliar que durante a DA em um unico estéagio a fase lag para
0 HH DC4 foi de ~10 dias. J& com a inclusdo da etapa acidogénica uma hipdtese é que parte
desses XOS foram hidrolisados a acuUcares e posteriormente convertidos a acidos, o que
facilitou a biodegradacéo na posterior etapa de metanogénese.

Os resultados reportados no presente estudo mostraram que independentemente das
caracteristicas do HH, a adicdo da etapa acidogénica antes da etapa metanogénica contribuiu
para melhorar digestibilidade do HH, levando a um melhor desempenho durante a producao
de CH;. A melhora nos parametros cinéticos associada as maiores producdes de CHg
promovidas pela separacdo espacial da etapa acidogénica permitiu uma melhor recuperacéo
energética a partir do HH.

Comparando os resultados de PBM para os HH efluentes da etapa acidogénica, DC1
(1,0 + 0,02 Nm® CH4.kg COT™), DC2 (1,81+ 0,015 CH4.kg COT™ ), DC3 (1,52 + 0,035 Nm®
CHa.kg COTY) e DC4 (1,52 + 0,052 Nm® CHy.kg COT™) com os resultados obtidos por
outros autores que avaliaram a biodegradabilidade do HH em um unico estagio, fica evidente
que a DA-2S para o HH é uma alternativa tecnoldgica interessante para aumentar a producdo
de biogases e consequentemente a recuperacdo de energia a partir do HH. Como exemplos,
Kaparaju, Serrano e Angelidaki (2009) que reportou um PBM de ~ 0,34 Nm® CH,.kg DQO™
para um HH obtido pela AH (180°C for 15 min e 190°C por 3min) da palha de trigo e Costa,
A. G. etal. (2014) um PBM de ~ 0.20 Nm® CH4.kg DQO™ a partir de HH gerado pela AH do

BC (200°C e 10 min), valores de 3 a 9 vezes menores aqueles obtidos neste estudo.
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Além disso, a DA-2S resultou em boa eficiéncia de remocéo de carbono organico total
soltvel em todos os casos estudados (DC1 = 82,71%, DC2 = 86,98%, DC3 = 89,32% e DC4
= 89,42%), garantindo a geracdo de um efluente com menor quantidade de matéria organica.
A elevada remocdo de COT observada também sugere que 0S micro-organismos que atuaram
nas fases acidogénica e metanogénica foram capazes de converter os Xilo-oligbmeros em

acucares e acidos, assegurando um melhor uso da matéria orgénica soltvel contida no HH.

7.4.3 Avaliacdo da eficiéncia energética da DA-2S para o HH obtido pela AH do BC.

A Figura 7.6 mostra uma estimativa do balanco energético para o processo estudado
considerando os HH gerados pelas 4 condi¢des de desejabilidade. Na Figura 7.6 é possivel
perceber que a DA do HH em um Unico estagio tem balanco positivo somente para o HH
gerado pela condi¢do DC2 (0.96 MJ.kg BC lpase seca)- EStes resultados mostram que se somente
um unico estagio for usado durante a DA do HH gerado pela AH do BC, o aproveitamento da
fracdo hemicelulésica para producdo de CH, s6 serd vidvel energeticamente para condicbes
mais brandas (DC2 = 178,6°C por 43,6 min), que sdo capazes de gerar um HH com menores
teores de compostos toxicos e de mais facil degradacao.

Ao contrério disso, quando o sistema em duplo estagio (DA-2S) foi utilizado a Figura
7.6 mostrou que para todos os HH o balanco energético mostrou-se positivo, sendo as
melhores recuperacfes de energia sendo observadas para as condices de pré-tratamento por
AH mais severas tais como as condi¢fes DC3 (178,6°C por 55 min) e DC4 (182,9°C por
40,71 min). Estes resultados sdo muito interessantes, pois abrem caminho para a possibilidade
do uso de maiores temperaturas e tempos durante a AH sem a preocupacdo da perda de
recuperacdo de energia por parte do HH. Soma-se a isso o fato de que, sob condi¢cdes mais
severas, uma fracdo maior das hemiceluloses e lignina é solubilizada. Tal fato é importante
quando se avalia 0 uso da fracdo sélida remanescente para a producdo de etanol 2G apds sua
hidrolise enzimatica.

O HH que exibiu o melhor balanco de energia para o sistema de DA-2S foi aquele
produzido pela condicdo DC4, com aproximadamente 3,2 MJ por kg de BC em base seca
processado durante a AH. Este valor € menor que os 7,98 MJ.kg BC Lhase seca Observado por
Kumari e Das (2015) que avaliaram a recuperacdo de energia a partir do pré-tratamento
alcalino seguido de hidrdlise enzimatica. No entanto, apesar do bom resultado encontrado é

valido salientar que nesse estudo os autores ndo consideraram a energia despendida durante o
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pré-tratamento. Além disso, a producao de biogas ocorreu considerando toda a mistura gerada
apos o pré-tratamento, ndo fazendo distin¢do da fase sélida enriquecida em celulose e do HH.
O uso da fracdo sélida enriquecida de celulose para producgdo de biogas concorre diretamente
como uso da mesma para a producdo do etanol 2G, um dos principais produtos da

biorrefinaria da cana-de-agucar.

Figura 7.6: Estimativa energética para o HH gerado pela AH do BC tratado anaerobicamente
em sistema de Unico (DA) e duplo estagio (DA-2S)
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A explicacdo para a maior recuperacdo de energia observada para 0 HH DC4 em
comparacdo com os outros HH é o ganho de energia a partir da combustdo do CH,. Para este
HH, a inclusdo da etapa acidogénica provocou um aumento na producéo de CH, de 1,17 Nm®
CHskg COT' em relacdo & quantidade de CH, recuperada em um Unico estagio,
considerando uma eficiéncia de 90% (ver sec¢do 7.3.5). Neste cenario o ganho de energia
promovido pela inclusdo da etapa acidogénica foi de 36,3 MJ.kg COT™, que é maior do que .
aqueles observados para os HH obtidos nas condicdes DC1 (8.0 MJ.kg COT™), DC2 (7.8
MJ.kg COT?) e DC3 (32,3 MJ.kg COT™). Adicionalmente, outro ponto que pode ser
enfatizado € que a menor quantidade de H,O ~ 3,95 mL por kg de BC usada na condicéo
DC4, quando comparada com as quantidades usadas nas outras condi¢des (DC1~6,99 mL,
DC2 ~ 4,20 mL e DC3 ~ 5,26 mL) contribuiu para uma menor quantidade de energia gasta
durante o pré-tratamento, uma vez que grande parte da energia requeria é usada para aquecer

a agua.
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A Figura 7.7 mostra um fluxograma do processo sugerido para maximizar a geracao
de energia considerando a integracdo do processo de producdo do etanol 1G e 2G,
considerando o pré-tratamento por AH como etapa responsavel por diminuir a recalcitrancia
do BC excedente do processo 1G. Além disso, é considerada durante o processo a geracdo de
etanol 2G a partir da fracdo solida enriquecida em celulose juntamente com a energia

recuperada pela DA-2S do HH gerado pela AH.

Figura 7.7: Fluxograma do processamento do BC em conceito de biorrefinaria destacando o
potencial energético envolvido
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Para estimar a quantidade de etanol 2G produzido a partir da fracdo sélida gerada pela
condicdo DC4 foi considerada uma taxa de geracdo da fracdo sélida de 0,705 kg FS.kg BC
Loase secat, @ssumindo uma perda de massa de 29,5% apds a AH, conforme pode ser visto na
Tabela 6.4. Além disso, assumiu-se um rendimento (Yue) de hidrdlise enziméatica (HE) de
62,18 % e uma geracdo de 0,42 g etanol.g glicose™ durante a fermentacdo (Rabelo et al.,
2011). O Yye da HE foi medido experimentalmente a partir da fracdo solida gerada ap6s a AH
na condi¢cdo DC4, conforme descrito na secéo 7.3.4.

O baixo valor de rendimento da HE para fragdo solida gerada pela AH na condicdo
DC4 (182,9°C por 40,71 min) pode estar relacionado com a precipitacdo de fragmentos de
lignina de elevada massa molar sobre a fibra. Relatos da literatura apontam que os valores
temperaturas mais elevados geralmente empregados em pré-tratamentos hidrotérmicos (170 a

180°C) do BC estdo proximos da temperatura de transicdo vitrea (Saenger) da lignina e da
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lignina quimicamente modificada (Ko et al., 2015). Nessas regides de temperatura, a lignina e
seus possiveis fragmentos sofrem alteracGes na viscosidade, o que permite sua migracdo da
lamela média e da parede celular para fora da célula, mais especificamente sobre a superficie
das fibras. Uma alternativa para melhorar a producéo de etanol celul6sico a partir da fracéo
solida residual ao pré-tratamento na condicdo empregada € a utilizacdo de um pré-tratamento
especifico para remocdo total dos fragmentos de lignina presentes na superficie da fibra.

A Figura 7.6 mostra que a quantidade de energia livre recuperada a partir do HH DC4
é suficiente para destilar aproximadamente 0,53 L de etanol anidro por kg de BC,
considerando que a energia gasta nesta operagdo é de 5.9 MJ.L™ etanol aniaro (Pfeffer et al.,
2007). Como durante o processo a producédo de etanol a partir da fracdo solida residual foi de
0,152 L de etanol por kg de BC, é possivel dizer que a energia liberada pela digestdo
anaerdbia em dois estagios do HH pode ser utilizada para suprir toda demanda energética
envolvida na etapa de destilacdo do etanol 2G. Outra alternativa para a DA-2S é considerar
somente a energia gerada pela combustdo do metano e estimar os lucros decorrentes da venda
do H; produzido na etapa acidogénica para uso como matéria prima na industria quimica. Tal
acdo pode ser mais viavel e ndo influenciaria a producdo de energia a partir do biogas, uma
vez que para todas as condicOes estudadas a quantidade de energia decorrente da combustéo

do H; foi sempre inferior a 5% da energia total gerada durante a combustdo do CH; e H,

7.4.4 Conclusao

Este capitulo demonstra o potencial de producdo de H, e CH4 usando a digestdo
anaerdbia em dois estagios (DA-2S) para melhorar a recuperacdo energética a partir do HH
gerado pela AH do BC. Observou-se que durante 0 processo a etapa acidogénica atuou como
etapa biodetoxificante, aumentando a producdo de CH, na fase metanogénica. A utilizacdo da
DA-2S permitiu a aplicacdo de condicGes de pré- tratamento por AH mais severas (182,9°C,
40.7 min e RSL = 0.253 gBCpase Seca.mL'l), garantindo uma boa recuperacdo energética a partir
do HH (3.15 MJ.kgBC ™ hase seca), CONtribuindo sustentavelmente para integracdo do processo
produtivo de etanol 1G e 2G.
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8 CONCLUSOES GERAIS DO TRABALHO

Este topico apresenta as conclusdes gerais que puderam ser extraidas a partir dos
resultados apresentados nos capitulos 6 e 7.

O pré-tratamento por auto-hidrélise (AH) do bagago de cana foi estudado neste
trabalho e os resultados mostraram que a quantidade de agua usada no processo pode ser
diminuida sem que a obtencdo de um hidrolisado rico em acucares seja prejudicada. Desta
forma, a viabilidade econémica do processo foi melhorada tanto do ponto de vista energético
quanto do ponto de vista operacional, visto que maiores quantidades de bagaco de cana
poderiam ser carregadas no reator em cada batelada, aumentando a capacidade de
processamento do pré-tratamento hidrotérmico. Aliado a isto foi possivel observar que
quando a AH é utilizada e busca-se 0 uso do HH ndo se faz necessaria a inclusdo de uma
etapa de lavagem ao processo, uma vez que esta resultou na liberagdo de furfuraldeido, que
pode dificultar a biodegradabilidade do hidrolisado.

Além disso, o planejamento experimental para o pré-tratamento por auto-hidrolise foi
validado, o que possibilitou a obtencdo de hidrolisados desejaveis do ponto de vista
operacional e cientifico, facilitando a intepretacdo dos fenémenos que influenciam o
desempenho do processo e apontando as condicBes de pré-tratamento que podem ser
efetivamente aplicadas a processos industriais em uma biorrefinaria.

Os resultados apresentados comprovaram a hipGtese 2 desta tese, de que 0 uso
somente da varidvel aclcares C5-C6 (ou acucares redutores) como varidvel resposta para
otimizar as condi¢des de AH ndo € a melhor alternativa quando se pretende usar o HH gerado
para producdo de biogas. Além do teor de acgUcar foi possivel concluir que as quantidades de
compostos recalcitrantes e de mais dificil degradacdo como, fragmentos de lignina soluvel,
furanos e xilo-oligbmeros (XOS) também precisam ser consideradas.

A presenca dos XOS mostrou ter grande efeito sobre a fase de adaptagdo dos micro-
organismos durante a digestdo anaerdbia. No entanto pode-se perceber que esses compostos
foram consumidos, o que € altamente relevante, pois mostra que oS micro-organismos
envolvidos na digestdo anaerobia, diferentemente dos envolvidos na fermentacdo alcodlica
séo capazes de assimilar agtcares C5 com elevada eficiéncia.

A digestdo anaerdbia dos hidrolisados hemicelulésicos foi avaliada em um Unico
estagio e em dois estagios, sendo que a separagdo espacial da acidogénese e da metanogénese

demonstrou que grande parte da toxicidade provida por compostos como furanos e lignina
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pode ser eliminada durante a etapa de acidogénese, favorecendo a etapa de metanogénica.
Este resultado corrobora com a hip6tese 3 apresentada no inicio desta tese.

Desta forma, foi mostrado neste trabalho que a energia produzida por meio da queima
de CH,4 e H; obtidos na digestdo anaerobia poderia aumentar a viabilidade econdmica do
processo de producdo de etanol 1G integrado ao processo de producdo de etanol 2G. Além
disso, a digestdo anaerdbia, conforme estabelecido na hipotese 1 deste trabalho, mostrou ser
uma alternativa viavel para proporcionar a melhor utilizagdo do efluente liquido (hidrolisado
hemicelulésico) gerado durante a producédo do etanol 2G.

Os balancos energéticos desenvolvidos no capitulo 7, que levaram em conta ndo so a
energia dos gases metano e hidrogénio a partir do HH, mas também o potencial de producéo
de etanol 2G a partir da fragdo solida remanescente mostraram que maiores quantidades de
energia podem ser obtidas caso a digestdo anaerdbia em dois estdgios seja usada em
detrimento ao processo classico de estagio unico.

Desta forma, um conceito de biorrefinaria de segunda geracdo considerando apenas
uma etapa de pré-tratamento por auto-hidrdlise seguida da hidrélise enzimatica da fracdo
solida residual, juntamente com o aproveitamento integral da fracdo hemicelul6sica para

producdo de biogas foi sugerida neste trabalho, comprovando assim as hipoteses 3 e 4.
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9 PERSPECTIVAS DE PESQUISAS FUTURAS

Durante a integracdo das plantas de etanol 1G e 2G, ¢ possivel usar também a vinhaca
gerada na producéo de etanol para a codigestdo do HH. Isso é interessante do ponto de vista
de aplicacdo uma vez que o0 uso da vinhaga para producdo de biogds € muitas vezes
comprometido pelos altos niveis de sulfeto de hidrogénio (H,S), normalmente formado nos
digestores anaerdbios usados para o tratamento da vinhaca. A digestdo anaerobica
concomitante de HH e vinhaca pode permitir a diluicdo de sulfato, visto que este anion ndo
esta normalmente presente nos HH, diminuindo entdo a quantidade de H,S no biogas e
melhorando a sua qualidade. A codigestdo da vinhaca e do HH também poderia beneficiar a
atividade metanogénica nos digestores, se considerarmos a dilui¢cdo de compostos toxicos, tais
como FF, e de HMF e fragmentos de lignina sollvel, que estdo normalmente presentes nos

hidrolisados hemicelul6sicos e ausentes na vinhaga.

Outros pontos que poderdo ser avaliados futuramente diz respeito ao scale up do
processo de digestdo anaerobia do HH. A avaliacdo da melhor configuracdo de reatores
associada ao estudo da influéncia de algumas varidveis de processo como, carga organica
aplicada, tempo de detencdo hidraulica, e estudos de modelagem cinética em reatores

operados de forma continua faz-se necessario.

Estudos de caracterizacdo detalhada do efluente gerado ap6s a etapa acidogénica
utilizando técnicas analiticas avancadas como CG-MS-MS e HPL-MS, devem ser realizados
com intuito de avaliar a possibilidade de producdo de alguns &cidos organicos (EX., acidos 3-
(hidroxifenil) pentanoico e 4-(4-hidroxifenil) butanoico), considerados de alto valor agregado

e produzidos a partir da digestdo anaerobia de fragmentos de lignina.

Como os resultados obtidos neste estudo apresentaram uma conversdo reduzida
durante a hidrélise enzimatica para a fracdo solida residual a AH, uma possibilidade seria
avaliar o uso de técnicas de deslignificacdo que priorizam as reacOes radicalares como,
processos oxidativos avangados, com objetivo de maximizar a deslignificacdo e promover
uma melhoria no rendimento da HE. Aliado a isto seria necessario o estudo da viabilidade de
producdo de biogas a partir da digestdo anaerdbia do residuo gerado apds a inclusdo de tal
etapa.
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