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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal comparar as producdes de
metano, advindas da digestdo anerdbia dos hidrolisados obtidos a partir da auto-
hidrélise do bagaco de malte bruto e do bagaco de malte submetido a um pré-
tratamento preliminar de baixa severidade como etapa prévia. Considerando que
a biomassa pode conter aclUcares provenientes do processo de producdo de
cerveja, o tratamento preliminar objetivou a remocéo desses acucares para uma
solucdo aquosa, que foi conduzida a avaliagéo de seu potencial de geracao de
metano. As fragbes solidas resultantes do pré-tratamento da biomassa foram
submetidas a hidrélise enzimética para a obtencéo de acucares fermentesciveis.
Ferramentas estatisticas foram utilizadas para a definicdo de cenérios favoraveis
a obtencdo de biometano e etanol celulosico. Um planejamento experimental
Doehlert foi realizado, utilizando como variaveis independentes, os parametros
operacionais da auto-hidrdlise do bagaco de malte. Dessa forma, avaliou-se as
remogbes dos componentes da biomassa e os rendimentos da hidrolise
enzimatica a fim de otimizar o pré-tratamento do bagaco de malte. Foram
estabelecidos dois cenarios para a producédo de biogas e um cenario para a
obtencdo de etanol. Em cada cenario definido foram realizados os pré-
tratamentos do bagaco de malte bruto e do bagaco de malte tratado previamente
em uma baixa severidade. Os resultados foram comparados para avaliar a
viabilidade ou ndo do uso do pré-tratamento em duas etapas. Verificou-se que
no cenario para a producdo de etanol, a biomassa tratada em duas etapas
apresentou uma maior acessibilidade enzimatica. O maior rendimento da
hidrélise enzimatica (86%) e a maior producéo de metano (302,4 NL.kgps) foram
obtidos com a biomassa tratada em dois estagios no segundo cenario para a
producdo de biogas, na condicdo mais severa (180°C, 60 min, 5,5 mL.g™%).
Porém, os maiores valores de recuperacdo energética foram obtidos com a
biomassa tratada em uma Unica etapa nos dois cenarios para a producéao de
biogas. A maxima recuperacédo de energia térmica (1,88 MJ.kgss) e energia
elétrica (0,403 kWh.kg?) foi obtida no primeiro cenario para a producédo de biogas
(180°C, 31 min, 5 mL.g%).

Palavras-chave: auto-hidrélise, hidrélise enzimatica; digestdo anaerdbia; testes

de BMP; etanol celuldsico; biomassa lignoceluldsica.



ABSTRACT

The main objective of the present study was to compare the methane productions
resulting from the anerobic digestion of hydrolysates obtained from the
autohydrolysis of raw barley spent grains and barley spent grains submitted to
preliminary low severity pretreatment. Considering that biomass may contain
sugars from the beer production process, the preliminary treatment aimed to
remove these sugars into an aqueous solution, which was conducted to evaluate
their methane generation potential. The solid fractions resulting from the biomass
pretreatment were submitted to enzymatic hydrolysis to obtain fermentable
sugars. Statistical tools were used to define favorable scenarios for obtaining
biomethane and cellulosic ethanol. A Doehlert experimental design was
performed, using as independent variables, the operating parameters of barley
spent grains autohydrolysis reaction. Thus, the removal of biomass components
and the enzymatic hydrolysis yields were evaluated in order to optimize barley
spent grains pretreatment. Two scenarios have been established for biogas
production and one scenario for obtaining ethanol. In each defined scenario, pre-
treatments of raw barley spent grains and it previously treated at a low severity
pretreatment were performed. Results were compared to assess the feasibility of
using two-stage pretreatment. It was found that in the scenario for ethanol
production, the biomass treated in two stages presented a higher enzymatic
accessibility. The highest yield of enzymatic hydrolysis (86%) and the highest
methane production (302.4 NL.kg™a) were obtained with two-stage biomass
treated in the second scenario for biogas production under the most severe
condition (180° C, 60 min, 5.5 mL.g'). However, the highest energy recovery
values were obtained with biomass treated in one step in both scenarios for
biogas production. The maximum recovery of thermal energy (1.88 MJ.kg-1bs)
and electrical energy (0.403 kWh.kg-1) was obtained in the first scenario for
biogas production (180 ° C, 31 min, 5 mL.g- 1).

Keywords: autohydrolysis; enzymatic hydrolysis; anerobic digestion; BMP tests;

cellulosic ethanaol; lignocellulosic biomass.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Em geral, a producgéo de cerveja inicia-se com o processo de mosturagéo
dos grdos maltados de cevada (Hordeum vulgare), que envolve a hidroélise
enzimatica de alguns constituintes do malte de cevada, principalmente o amido
dos graos, e em menores proporg¢des sao hidrolisadas proteinas, glicanas (-1,3
e B-1,4) e arabinoxilanas (MUSSATTO et al., 2006). Durante a producéo do
mosto, o amido dos grdos é convertido a acucares fermentesciveis (glicose,
maltose e maltotriose) e nao-fermentesciveis (dextranas), enquanto proteinas
sdo parcialmente degradadas a aminoacidos e polipeptidios (MUSSATTO,
2014).

ApOs a mosturagdo, a mistura contém de 25% a 30% de solidos
(FILLAUDEAU et al., 2006), sendo esses solidos separados por filtracao,
enquanto o mosto é utilizado como matéria-prima para a producdo de cerveja
(MUSSATTO et al., 2006). Esses residuos sdo constituidos de gréos de cevada
gastos apos o processo de producdo, sendo denominados de bagaco de malte
(XIROS e CHRISTAKOPOULOQOS, 2012). Esses residuos possuem um teor de
agua em torno de 80% (WEGER et al., 2017), e sédo constituidos de celulose,
polissacarideos nao-celulésicos, lignina, aléem de uma certa quantidade de
proteinas e lipidios (MUSSATTO et al.,, 2006). Estima-se que cerca de 200
gramas de bagaco de malte sejam gerados para cada litro de cerveja produzido
(NIGAM, 2017).

O bagaco de malte é normalmente utilizado na pecuaria como alimento
para o gado (STURM et al., 2012), ou na agricultura como insumo para o solo
(THOMAS e RAHMAN, 2006). Em relacdo a esse aspecto, informacdes da
Cervejaria Ambev (https://www.ambev.com.br/sustentabilidade/residuo-zero-e-
clima/), confirmam que o bagaco de malte produzido no Brasil é praticamente
todo transformado em racao animal.

Nesse tocante, ressalta-se que a destinagcéo de grande parte dos residuos
agroindustriais a usos nao-nobres, representa uma perda do potencial
energético desses materiais, sobretudo no caso do Brasil, que assume uma
posicdo de destaque em termos mundiais no que concerne a producdo de
géneros agricolas (BAETA, 2016). O Brasil possui a terceira maior producédo de

cerveja em termos mundiais, tendo no ano de 2016 uma produgéo estimada em
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14,1 bilhdes de litros (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2017). A elevada produgcdo de cerveja no Brasil esta
também associada a geracdo de uma grande quantidade de bagaco. Tal
subproduto se destinado de forma inadequada ou néo tiver um plano de gestéao
consciente por parte da empresa, pode se tornar um grande passivo ambiental.

Apesar disso, atualmente as industrias de cerveja tém se empenhado na
reducdo do consumo energético, baseadas no conceito de “cervejaria verde”
(CAETANO et al., 2013), que visa modificar a conduta das industrias para
adaptarem seus processos, no sentido de reduzirem os seus residuos gerados
(MUSSATTO et al., 2006). No caso do bagaco de malte, o seu baixo valor de
comercializacdo, aliado aos problemas inerentes a sua disposi¢cao, tém
conduzido a industria e a comunidade cientifica a buscar alternativas mais
nobres para a utilizagcdo desse subproduto (XIROS e CHRISTAKOPOULOS,
2012).

Por exemplo, a geracédo de etanol a partir de residuos lignocelulésicos
configura-se como uma alternativa para a redu¢céo no consumo de combustiveis
de origem fossil (WON et al., 2012). Em relacédo a esse aspecto, o bagaco de
malte representa um subproduto tdo barato quanto promissor (XIROS e
CHRISTAKOPOULOS, 2012), pois dentre as vantagens do uso de
biocombustiveis provenientes de biomassa lignocelulésica estdo a ampla
disponibilidade de materiais e a possibilidade de manejo proximo a fonte
geradora (YANG et al., 2014).

O bagaco de malte também pode ser utilizado como substrato para a
producédo de biogas a partir da digestao anaerobia (MUSSATTO et al., 2006). O
uso de biomassas lignocelulésicas para essa finalidade contribui para uma
gestdo energética sustentavel, uma vez que a energia liberada pela queima do
biogas pode ser convertida em energias elétrica e térmica (POULSEN et al.,
2017; WEGER et al., 2017). Desse modo, a biomassa representa um recurso
potencialmente utilizavel para reduzir a dependéncia energética das industrias
com relacdo a demanda por fontes de origem fossil (OLSZEWSKI et al., 2019).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo comparar a utilizagéo
do pré-tratamento hidrotérmico do bagago de malte em uma e duas etapas, a fim

de verificar a melhor alternativa para viabilizar a producéo de biometano a partir
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da digestdo anaerobia das fragfes liquidas obtidas e a obtencdo de acguUcares
fermentesciveis a partir da hidrélise enzimatica dos solidos pré-tratados.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

Ha uma tendéncia crescente das cervejarias utilizarem energias
renovaveis devido a uma série de raz6es econdmicas e ecologicas (WEGER,
2017). Além da possibilidade de reducdo nas emissdes de dioxido de carbono,
o bagaco de malte pode contribuir com a autossuficiéncia energética da industria
de cerveja (WEBER e STADLBAUER, 2017). Considerando a importancia das
cervejarias criarem novas estratégias de gestdo energética para a reducéo de
seus custos de processo (STURM et al.,, 2012), é necessario apontar rotas
tecnologicas para a utilizacdo do bagaco de malte, a fim de implementar uma
economia energética e uma maior sustentabilidade ambiental (CAETANO et al.,
2013).

Apesar do potencial energético da biomassa lignocelulosica, os teores de
lignina na matriz polimérica contribuem para o aspecto recalcitrante desses
materiais (WU et al., 2013), impedindo a acessibilidade quimica ou enzimatica
aos seus aglcares constituintes (BAETA, 2016). Por esses motivos, muitas
abordagens de pré-tratamento da biomassa tém sido propostas para o
fracionamento dos componentes do bagaco de malte (XIROS e
CHRISTAKOPOULOS, 2012).

Define-se fracionamento como uma terminologia que designa as técnicas
de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, através das quais promove-se a
destruicdo da parede celular e 0 aumento da area superficial, facilitando assim a
degradacdo microbiologica desses substratos (SCHUMACHER et al., 2014).
Muitas abordagens foram pesquisadas a fim de promover o pré-tratamento do
bagaco de malte, desde tratamento quimicos, fisicos, bioldgicos e hidrotérmicos,
bem como a combinac&o de mais de uma tecnologia.

Considerando que o processo de producdo de cerveja envolve a
conversdo do amido dos grdos maltados de cevada em acucares
fermentesciveis, admite-se que ao final do processo de filtracdo do mosto, parte
desses acucares permaneca adsorvida na superficie do bagaco de malte.
Considera-se que esses acucares requerem uma menor energia de ativacao
para serem solubilizados durante o processo hidrotérmico de pré-tratamento.

Assim, levantou-se a possibilidade da utilizacdo de um pré-tratamento preliminar
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de baixa severidade para remover parte desses aclUcares ndo-ligados da
biomassa.

Acredita-se que uma vez removidos os agucares ndo-ligados, uma maior
guantidade de energia térmica seria necessaria para degradar os acucares
remanescentes da biomassa. Dessa forma, uma menor quantidade de produtos
de degradacdo desses acucares (furfuraldeidos téxicos a microbiota), seriam
gerados durante a auto-hidrélise do bagaco de malte, comparativamente ao pré-
tratamento em uma Unica etapa. Isso aponta a perspectiva de uma maior
producdo de metano advinda da degradacdo anaerébia da fracdo liquida
resultante do pré-tratamento hidrotérmico.

Além disso, segundo conclusdo do grupo de pesquisa em que este
trabalho foi desenvolvido, acredita-se que uma menor formacédo de furanos
durante o pré-tratamento da biomassa pode representar um maior rendimento
da hidrdlise enzimatica dos solidos pré-tratados. Ou seja, as caracteristicas mais
hidrofobicas desses compostos podem impactar negativamente na
acessibilidade das enzimas aos acucares da biomassa pré-tratada.

O presente estudo destaca-se por avaliar o potencial de geracdo de
biometano da fracao liquida obtida com um pré-tratamento de baixa severidade,
considerando que o bagaco de malte contém acucares de facil remocao
adsorvidos a superficie da biomassa. O presente trabalho diferencia-se de outras
pesquisas por avaliar o potencial de geracdo de metano das fracdes liquidas
obtidas por auto-hidrélise do bagaco de malte, comparando a existéncia ou néo
de um pré-tratamento preliminar de baixa severidade como etapa pré-eliminar.

Acredita-se que a recuperacao energética por meio da queima do biogas
produzido com as fracdes liquidas oriundas do pré-tratamento em duas etapas,
possa ser superior a energia térmica demandada no pré-tratamento da
biomassa, gerando assim um excedente de energia térmica a ser usado no
préprio complexo industrial de producdo de cerveja. Além dessa questdo
primordial, a fracdo sdlida resultante do pré-tratamento pode ainda ser utilizada
para a producéo de etanol celulésico, o que contribui ainda mais para a insercao
da industria de cerveja no conceito de biorrefinaria, reciclando e agregando valor
ao bagaco de malte, um subproduto gerado em abundancia nos complexos

cervejeiros de todo mundo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar as condi¢bes do pré-tratamento hidrotérmico em uma ou duas
etapas, capazes de melhorarem os rendimentos de producdo de biogas e

hidrélise enzimatica a partir do bagaco de malte.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a remocédo de acUcares ndo-ligados do bagaco de malte com um
pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade.

e Definir melhores cenarios para a producao de biogas e para a producao
de etanol celuldsico a partir do bagaco de malte.

e Compreender a cinética de producdo de metano advinda da digestao
anaerobia dos hidrolisados obtidos com o pré-tratamento hidrotérmico do

bagaco de malte nos cenarios estabelecidos.

e Comparar a eficiéncia energética dos pré-tratamentos do bagaco de malte

nos cenarios estabelecidos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 O processo de producao de cerveja e a geragao de residuos

A producéo de cerveja se divide basicamente em trés etapas, que vao
desde a producdo do mosto, a fermentacdo e o pdés-tratamento da cerveja
(AQUARONE et al., 2001). Contudo, nesse trabalho sera dado maior enfoque a
primeira etapa pois é a partir dela que a maior parte dos residuos, representada
pelo bagaco de malte é gerada.

O malte constitui um dos ingredientes basicos para a producao de cerveja
sendo geralmente produzido a partir da cevada (Hordeum vulgare L.), que é uma
graminea cujos graos possuem altos teores de amido e teores de proteinas
adequados a nutricdo de leveduras durante a fermentacdo (AQUARONE et al.,
2001). Segundo os autores, os graos de cevada (Figura 1) sdo compostos
basicamente de uma casca externa, constituida de material celuldsico, o
endosperma amilaceo que é um tecido de reserva energética, e o embrido (ou

germe).

Figura 1: Representacdo esquematica de um grdo de cevada (LYNCH et al., 2016).

Husk (hull)
Pericarp

Testa (seed coat

Aleurone layer

Endosperm

Scutellum
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(embryo)

Uma das primeiras operagfes do processo de producdo do malte € a
malteacdo, que envolve a germinacao dos graos em condi¢des controladas, o

gue aumenta a solubilidade dos componentes da biomassa em agua



REVISAO DE LITERATURA

(FILLADEAU et al.,, 2006). Essa etapa tem como objetivo a exposicdo do
endosperma amilaceo, o que facilita o ataque enzimatico durante a producéo do
mosto (AQUARONE et al., 2001).

A malteacéo inicia-se com a mistura dos grdos de cevada em tanques
contendo agua a temperaturas entre 5° e 18°C durante dois dias, para que a
umidade dos gréos atinja valores de no maximo 48% (MUSSATTO et al., 2006).
Durante esse periodo, a 4gua dos tanques é trocada em intervalos entre 6 e 8
horas e o oxigénio necessario a respiracdo do embrido da cevada € fornecido
através da injecdo de ar nos tanques, o que mantém a temperatura dos graos
entre 15° e 21°C (AQUARONE et al., 2001).

Tal procedimento de hidratagdo ativa o metabolismo da camada de
aleurona, que envolve o endosperma amilaceo (MUSSATTO et al., 2006), e cuja
funcdo é de secrecao de enzimas amiloliticas (AQUARONE et al., 2001). Apos
o periodo de hidratacdo, os grdos comecam a germinar em condi¢cdes
controladas de temperatura e umidade durante cerca de uma semana
(MUSSATTO et al., 2006). Tanto a &gua como o ar chegam ao embrido por meio
de uma estrutura denominada micrépila, e entre 0 embrido e o endosperma,
outra estrutura chamada escutelo, exerce a funcdo de secrecdo enzimatica e
troca de nutrientes (AQUARONE et al.,, 2001). Durante esse processo de
germinacao ocorre a sintese e a secrecado enzimatica de amilases, proteases e
B-glucanases, quando finalmente ao final desse processo, o endosperma do
grao encontra-se total e uniformemente modificado (MUSSATTO et al., 2006).

Apobs esse periodo, 0 processo de germinacgao € interrompido a partir da
secagem em trés etapas dos gréos, utilizando ar aquecido a temperaturas de até
88°C (podendo em alguns casos chegar a 100°C), o que é feito para retirar
umidade dos graos a valores entre 4 e 5% para as cervejas do tipo lager e entre
2 e 3% para cervejas do tipo ale (AQUARONE et al., 2001). De acordo com 0s
autores, o malte pode ser compreendido como o produto final desse processo
de germinacédo controlada e secagem, através dos quais 0s graos de cevada sdo
conduzidos para a producao de cervejas, uisques, farinaceos e outros produtos
alimenticios.

A producdo do mosto (mosturacdo) ocorre quando o malte € misturado
com agua potavel em tanques, onde a temperatura é lentamente incrementada

de 37°C a 78°C, em distintas rampas de aguecimento, para que o amido dos
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graos seja convertido a glicose, maltose, maltotriose e dextrinas (MUSSATTO,
2014). Durante este periodo ocorre a hidrélise enzimética principalmente do
amido, mas também de outros componentes como proteinas, -1—3-glicanas e
B-1—4-glicanas (MUSSATTO et al., 2006). Apenas de 10% a 15% do contetdo
do mosto é representado por substancias prontamente solUveis do malte, sendo
o restante oriundo da degradacao enzimética de macromoléculas da biomassa
(AQUARONE et al., 2001).

Ap6s o processo de liguefacdo e sacarificacdo do amido dos gréos de
cevada (BELDMAN et al., 1986) e da extracdo dos componentes do malte para
0 mosto, o teor de sdlidos na mistura encontra-se entre 25% e 30%, sendo essa
parcela removida da mistura por filtracdo (FILLADEAU et al., 2006). O
denominado bagaco de malte constitui essa parcela ndo degradada e insoluvel
do malte, sendo utilizada como proprio leito filtrante do mosto, o qual € conduzido
como matéria-prima para a producdo de cerveja (MUSSATTO, 2014). Esse
residuo é constituido de cascas de graos de cevada gastos, fragmentos da
camada de aleurona, plumulas (estruturas interiores ao escutelo), restos de

paredes celulares e proteinas coaguladas (AQUARONE et al., 2001).

4.2 Caracteristicas do bagaco de malte

Estima-se que anualmente sejam gerados em torno de 34 a 38,6 milhdes
de toneladas de bagaco de malte em termos globais (XIROS e
CHRISTAKOPOULOS, 2012; MUSSATTO, 2014), sendo que 3,4 milhdes de
toneladas séo geradas apenas nos paises da Unido Européia (STEINER et al.,
2015). Considerando a producdo de cerveja no Brasil (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2017) e a geracdo de
bagaco de malte por volume de cerveja produzido (NIGAM et al., 2017) é
possivel estimar que aproximadamente 2,82 milhdes de toneladas de bagaco de
malte tenham sido gerados no ano de 2016. O bagaco de malte € uma biomassa
rica em celulose, hemicelulose e lignina (MUSSATTO et al., 2006), além de
proteinas e lipideos (KEMPPAINEN et al., 2016), representando cerca de 85%
dos residuos solidos gerados nas cervejarias (MONTUSIEWICZ et al., 2017).

Segundo alguns autores consultados nessa revisdo de literatura,

percebeu-se que os teores de glicanas (hexoses) presentes no bagaco de malte
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variam em uma larga faixa de valores, desde 14,07% (MONTUSIEWICZ et al.,
2017) a 38,88% (PATEL et al., 2018). Interessante observar que Kempainnen et
al. (2016), verificaram que dentre as glicanas da biomassa, cerca de 73% era
composta por celulose, 17% por amido e 10% por outros polissacarideos néo-
celulésicos.

Vale salientar que Zhang et al. (2014), encontraram 0 mesmo teor de
amido residual nas cascas dos graos de cevada in natura. Por outro lado, Yang
et al. (2013) quantificaram o teor de amido nos grdos de cevada in natura e
obtiveram teores em torno de 55,2%. Essas observagdes levantam a perspectiva
de que, durante o processo de mosturacdo, nem todo o amido € extraido,
restando uma pequena parcela remanescente no residuo gerado. Outros autores
obtiveram menores teores de amido no bagaco de malte variando entre 1,2%
(WILKINSON et al., 2016) e 5,25% (ROJAS-CHAMORRO et al., 2018). Tal fato
indica que o teor de amido remanescente no bagaco de malte pode depender da
eficiéncia do processo, do porte da industria e das tecnologias adotadas.

Com relacéo as hemiceluloses contidas no bagaco de malte, os teores de
xilanas (pentoses) apontados na revisdo de literatura variaram entre 16,35%
(QIN et al., 2018) e 25,85% (PAZ et al.,, 2019), e os teores de arabinanas
(pentoses) entre 7,19% (QIN et al., 2018) e 9% (CARVALHEIRO et al., 2004).
Teores de outros polissacarideos ndo-celulésicos podem ser encontrados em
concentragfes-traco, tais como galactanas e mananas (QIN et al., 2018; ROJAS-
CHAMORRO et al., 2018).

Com relacéo a presenca de grupos acetil, os teores variaram entre 0,22%
(ROJAS-CHAMORRO et al., 2018) e 1,4% (MUSSATTO et al., 2007). Em termos
comparativos, Nabarlatz et al. (2007) verificaram teores de grupos acetil de 2,5%
na caracterizacao da palha de cevada sem tratamento, com uma relacdo molar
entre acetila e xilose de 0,28. Analogamente, Vargas et al. (2015) também
verificaram teores de grupos acetil na palha de cevada (1,98%) superiores aos
valores indicados na literatura para o bagaco de malte.

De acordo com os autores consultados, os teores de lignina insolavel
variaram em uma ampla faixa de valores desde 5,13% (MONTUSIEWICZ et al.,
2017) até valores de 30,84% (RAVINDRAN et al., 2018). Da mesma forma, os
teores de lignina sollvel apresentaram valores entre 1,5% (PROCENTESE et
al., 2018) e 7,32% (OUTEIRINO et al., 2019). De acordo com Waters et al.
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(2012), o bagaco de malte contém 131 mg.dm3 de polifenéis. MONTUSIEWICZ
et al.(2017) determinaram a soma dos teores de compostos fendlicos,
polissacarideos pécticos, proteinas e monossacarideos como sendo igual a
39,73% da biomassa.

Com relacdo ao teor de lipidios no bagaco de malte, poucos autores
reportaram os teores desses componentes, havendo grande disparidade entre
os valores apontados, que encontram-se entre 1,89% (ZHANG e ZANG, 2016)
e 11% (ROMMI et al., 2018). Os principais acidos graxos encontrados no bagaco
de malte foram o &cido linoleico e o acido palmitico (WATERS et al., 2012).

Além disso, o bagaco de malte possui um teor protéico entre 15% e 30%
em termos massicos, em sua maioria constituido de proteinas insoltveis que nao
sédo removidas apoés a filtragem do mosto (KEMPPAINEN et al., 2016). Os
valores encontrados na literatura corroboram com essa assertiva e estiveram
entre 15,1% (PLAZA et al., 2017) e 27,9% (WILKINSON et al., 2017). Segundo
Waters et al. (2012), os principais aminoacidos encontrados no bagago de malte
séo a histidina, o acido glutamico e a lisina. Qin et al. (2018) verificaram que 0s
aminoéacidos presentes em maior quantidade no bagaco de malte foram o acido
aspartico, acido glutamico, leucina, prolina, alanina, glicina, arginina e lisina.

Os teores de solidos inorganicos (cinzas) do bagaco de malte estiveram
entre 1,2% (CARVALHEIRO et al., 2004) e 4,41% (OUTEIRINO et al., 2019),
sendo o silicio o elemento mineral mais abundante no bagaco de malte, podendo
haver também a presenca de fosforo e calcio (MUSSATTO, 2014). De acordo
com a pesquisa desenvolvida por Kemppainen et al.(2016), apesar do bagaco
de malte ter apresentado teores de 4,1% de cinzas, ao analisar esse mesmo teor
nos sélidos insolaveis em &cido, os autores verificaram que o material continha
12% de cinzas.

De acordo com Paz et al.(2019), o bagaco de malte contém
oligossacarideos aderidos a superficie da biomassa, oriundos do proprio
processo de fabricacdo de cerveja. Segundo os autores a presenca desses
acucares (principalmente maltose) € um fator limitante para a comparacéo de
metodologias de pré-tratamento. Semelhantemente, Beldman et al. (1986)
verificaram que 3,5% da biomassa era composta por aclUcares soluveis.
Comparativamente, a palha de cevada possui entre 15 e 20% de componentes
sollveis em agua quente (LOPEZ et al., 1995; VANDENBOSSCHE et al., 2014),
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de modo que Duque et al.(2013) obtiveram teores de 10 g.kg* de acucares nos
extrativos da palha de cevada em agua.
Os teores dos componentes do bagagco de malte (BSG), bem como da

palha de cevada (BS) encontram-se sumarizados a partir da Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizag&do do bagaco de malte segundo a reviséo de literatura (inicio).

. . LI LS Si Prot  Ac. E
) gli. xil. ara. (solvente)
Autores Biom o) %) (%) (%) (%) (%) (%) (%) %)
Beldman et al. BSG 15,1 24,8@ 25,00 35 238 nd n.d.

(1986)

Carvalheiro et al. BSG 21,9 20,6 9,0 21,70 1,2 246 1,1 n.d.
(2004)

Mussatto et al. BSG 168 28,4@ 27,80 46 152 14 5,8
(2007) (n.d.)

Panagiotopoulos BS 37,2 24,4@ 17,40 75 nd nd n.d
et al. (2009)

Kim et al. (2011) BS 38,1 18,7 3,9 205 18 42 nd nad n.d.

Saez et al. (2012) BS 349 208 25 18,1© nd nd nd n.d.

10,0
Duque et al. BS 391 25,7@ 15,2¢) 68 nd nd (etanol)
(2013) 1,0

(agua)

1
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Tabela 1: Caracterizacdo do bagaco de malte segundo a revisdo de literatura (continuacao).

oli il ara LI LS Sl Prot Ac. E
Bi ' ' ' % % % o o)  (solvente)
Autores 1om (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Marcolongoetal. BSG 26,3 35,0@ 98 nd nd nd nd n.d.
(2014)

Wilkinson et BSG 192 11,3 71 9,9 27 266 nd. n.d.
al.(2014)

15,3
Vandenbosscheet BS 37,6 36,1@ 8,3 70 36 nd (agua)
al. (2014) 21,6
(NDF)

Liguori et al. BSG 27,5 28,8@ 12,8© nd. nd nd n.d.
(2015)

Yang etal. (2015) BS 366 188 23 213 11 nd.  nd nd n.d.

Garcia-Torreiroet  BS 34,4 25,7@ 21,10 5,9 nd n.d. n.d.
al. (2016)

Michelin e BSG 1655 16,75 88 20,4© 21 nd 075 n.d.
Teixeira (2016)

Montusiewicz et BSG 14,1 41,1@ 5,130 nd. 20 n.d. n.d.
al.(2017)

Rojas-Chamorro BSG 225 169 6,8 14,4© 23 21 nd n.d.
et al.(2017)

1
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Tabela 1: Caracterizacdo do bagaco de malte segundo a reviséo de literatura (final).

. . LI LS Sl Prot Ac. E
Autores gom O XA 6 66 (o6 (ohentd)
(%) (%) (%) (%)
BSG 38,9 16,23@ 13,7 nd. 12,6 n.d. n.d.
Patel et al.(2018)
Procentese et al. BSG 16,8 16,5 2,0 20,0© 1,5 nd nd n.d.
(2018)
Qinetal. BSG 20,6 16,4 7,2 15,3 4,3 36 225 nd. n.d.
(2018)
Tisma et al. BSG 16,0 20,0@ 8,5 54 nd nd n.d.
(2018)
Fernandez-
Delgado et al. BSG 19,2 17,5@ 16,6© nd nd nd n.d.
(2019)
Giacobbe et al. BSG 16,0 19,0@ 21,00 30 nd nd. n.d.
(2019)
Lopez-Linareset BSG 17,9 28,7 194 64 nd nd nd n.d.
al. (2019)
Outerifio et al. BSG 218 21,1 9,3 179 7,3 44 nd. nd n.d.
(2019)
Paz et al. BSG 32,8 25,9 176 n.d. 33 nd nd 14,4
(2019) (etanol)
Ravindran et al. BSG 19,2 26,9 n.d. 30,50 nd. nd nd. n.d
(2019)

(a) Soma de xilose e arabinose; (b) Soma de glicose, xilose e arabinose; (c) Soma de lignina solavel e lignina insoltvel

Diante dos dados da Tabela 1, percebeu-se que os teores de glicanas no
bagaco de malte variam amplamente desde 11,5% (XIROS et al.,2008) até
38,9% (PATEL et al,2018), o que pode estar estar relacionado as diferentes
metodologias para a producéo e filtragem do mosto, bem como ao porte e nivel
tecnoldgico da industria. Com relacdo aos teores de arabinoxilanas, os dados da
Tabela 1 também variam amplamente entre 11,3% (WILKINSON et al.,2016) a
41,1% (MONTUSIEWICZ et al.,2017), o que pode estar atribuido aos mesmos
motivos. Com relacdo aos teores de lignina insolUvel os valores variaram entre
8% (WILKINSON et al.,2016) e 19,4% (LOPEZ-LINARES et al.,2019), enquanto
os teores de lignina soluvel variaram entre 4,3% (QIN et al.,2018) e 10,7%
(WILKINSON et al.,2016). Os teores de cinzas variaram entre 1,2%
(CARVALHEIRO et al.,2004) e 5,4% (TISMA et al.,2018), e com relacdo as
proteinas os teores variaram entre 12,6% (PATEL et al.,2018) e 28%
(WILKINSON et al.,2016). Assim, constata-se que diferencgas entre as biomassas

também podem estar a muitos outros motivos relacionados a fatores
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meteoroldgicos, edéficos, em termos das préticas agricolas e também diferencas
entre as metodologias utilizadas pelos diversos autores. Assim, considerando
gue a industria de cerveja € amplamente difundida mundialmente, uma série de
fatores devem ser considerados para a comparagdao entre os teores dos

componentes do bagacgo de malte.

4.3 A biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica é composta principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (WU et al., 2013), além de uma menor proporcao de
minerais, metabolitos secundarios e extrativos (BAETA, 2016). A biomassa pode
ser utilizada como fonte sustentavel para a obtencdo de produtos quimicos e
biocombustiveis (SILVA, 2017). Porém, apesar de seu potencial biotecnoldgico,
a conversdo desses materiais a produtos de valor agregado demanda a
separacao de seus principais constituintes (MUSSATTO et al., 2008), a partir do
uso de técnicas de fracionamento da biomassa que garantem a recuperacao de
componentes potencialmente valiosos (XIROS e CHRISTAKOPOULOQOS, 2012).

A Figura 2 apresenta um esquema representativo da biomassa lignocelulésica.

Figura 2: Esquema representativo da biomassa lignocelulésica (HEINZE, 2016).
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A celulose constitui cerca de 40% do material carbonaceo em vegetais
(HEINZE, 2016), e encontra-se associada a hemicelulose e outros componentes
estruturais, sendo envolvida pela macromolécula de lignina (MUSSATTO et al.,
2008). A associacdo entre a celulose e a hemicelulose é de natureza fisica,
enguanto a associagao entre a celulose e a lignina é de natureza fisico-quimica
(PIERRE et al., 2011). A celulose € um homopolimero linear e ndo ramificado
presente na parede celular dos vegetais, sendo composta por 10 a 15 mil
unidades de D-glicopiranose unidas entre si por ligacbes glicosidicas do tipo
(B1—4) (NELSON e COX, 2002).

As ligacdes glicosidicas entre os mondmeros do polimero de celulose
proporcionam um arranjo tridimensional da macromolécula, de tal forma que as
unidades monomeéricas de B-D-glicopiranose sao dispostas alternadas entre si
em um angulo de 180° (HEINZE, 2016), formando unidades dimeéricas

denominadas de celobiose (Figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica de um dimero de celobiose (HEINZE, 2016).

OH

OH OH

As cadeias de celulose possuem forte tendéncia de se agregarem em
entidades estruturais altamente organizadas devido a sua conformacéao espacial
e constituicdo quimica (GURGEL, 2010). A porcentagem relativa do polimero
contendo regides altamente organizadas € chamada de grau de cristalinidade da
celulose e pode ser calculada através do perfil de difracdo de raios-X, podendo
variar segundo a amostra e o pré-tratamento da biomassa (DRIEMEIER e
CALLIGARIS, 2011; GURGEL, 2010).

As macromoléculas de celulose apresentam uma série de ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, conferindo uma forte interacdo quimica entre as
cadeias adjacentes (HEINZE, 2016). Desse modo, a coesédo intercadeias de
celulose é favorecida pela alta regularidade espacial dos sitios formadores das

ligacdes de hidrogénio e pelo envolvimento de trés grupos hidroxila da molécula
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de B-D-glicopiranose na rede de ligacdes de hidrogénio (Figura 4) (GURGEL,
2010).

Figura 4: Representacdo esquematica das ligacGes de hidrogénio na molécula de
celulose (HEINZE, 2016) (modificado).

O processo de hidrdlise da celulose pode ser representado por uma série

de reacOes de hidratacdo e desidratacdo, cuja formacdo de produtos ocorre

segundo a seguinte reacao:
Celulose — Glicose » HMF — Acido férmico + Acido levulinico

Por sua vez, as hemiceluloses possuem uma cadeia molecular menor do
gue a celulose, porém elas apresentam muitas ramificacbes que sé&o
responsaveis por unir as microfibrilas adjacentes de celulose (BAETA, 2016).
Essas ramificacbes reduzem a energia de ligacdo entre os seus mondémeros
constituintes, tornando a molécula mais facilmente hidrolisavel do que a celulose
(CANETTIERI, 2004), sendo esses polissacarideos prontamente solubilizados
durante o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa (RUIZ et al., 2017).

As hemiceluloses constituem entre 25% e 35% dos materiais
lignocelulésicos (EBRINGEROVA e HEINZE, 2000), e ocorrem em associacao
intima com a celulose e lignina, contribuindo para a rigidez da parede celular
vegetal (GURGEL, 2010). Esses polissacarideos possuem uma COmposicao
heterogénea de varias unidades de acucares (SPIRIDON e POPA, 2008), sendo
compostos de pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, glicose e
galactose) (SAHA, 2003), podendo apresentar uma quantidade significante de
grupos acetil (GURGEL, 2007).

As hemiceluloses de residuos agricolas cereais, tais como o bagaco de
malte e a palha de cevada, sao formadas principalmente por arabinoxilanas, cuja

7

caracteristica € a presenca de uma cadeia longitudinal de xilanas com
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ramificagbes contendo arabinose (Figura 5), muito embora, possam estar
presentes pequenas quantidades de galactanas e mananas, dependendo do
vegetal que originou o residuo (RUIZ et al., 2017).

Figura 5: Representacdo esquematica de uma molécula de arabinoxilana (RUIZ, 2017)
(modificado).

OH OH
L g~ Qo
H o (o]
0 HM 0 HM \
o OH
(o]
H

HO OH

A hidrolise das arabinoxilanas pode ser representada por uma série de

reacdes cuja formacao de produtos ocorre segundo as seguintes reacgoes:

Xilana - Xilose — FF
Xilana acetilada — Xilose + Acido acético — FF + Grupo acetil

Arabinana - Arabinose —» FF

Por fim, a lignina € um polimero tridimensional cuja funcdo primordial €
agregar as fibras de celulose e hemiceluloses, atuando como uma barreira fisica
a degradacao enzimatica (SOUSA, 1984). A lignina é um polimero aromatico que
constitui entre 15% a 40% dos tecidos vegetais, sendo usualmente incinerada
em plantas industriais para a geracao de calor (REGAUSKAS et al., 2014).

As unidades monoméricas da lignina sao fenilpropanos originados a partir
da polimerizacdo desidrogenativa dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico (GURGEL, 2010). Ou seja, 0s nucleos aromaticos encontrados na
lignina (denominados ligndis) derivam destes alcoois, sendo respectivamente
chamados de hidroxifenila, guaiacila e siringila (GURGEL, 2007).

A formacéo da lignina envolve um mecanismo randémico de acoplamento
de ligndis levando a formacdo de uma molécula ndo-linear (GURGEL, 2010), de
modo que as caracteristicas da macromolécula de lignina sdo definidas pelas
proporcdes entre as unidades desses fenilpropanos (Figura 6) (RUIZ et al.,
2017).
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Figura 6: Alcoois precursores dalignina e seus respectivos monolignéis resultantes (RUIZ

et al., 2017) (modificado).
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A despolimerizacéo da lignina € um processo pouco conhecido, dada a
ampla distribuicdo das forcas de ligacdo entre os atomos de carbono e entre 0s
atomos de carbono e oxigénio, existindo uma tendéncia de espécies de baixo
peso molecular sofrerem recondensacao, muitas vezes para espécies quimicas
mais recalcitrantes (REGAUSKAS et al., 2014).

4.4 Potencial de uso do bagaco de malte

Atualmente existem muitas tendéncias no ramo da biotecnologia no
sentido de desenvolver métodos para a transformacéo dos residuos de origem
organica em biocombustiveis, além da criacdo de meios efetivos para a
exploracédo e a reciclagem desses recursos naturais (MALAKHOVA et al., 2015).
O uso da biomassa para fins energéticos pode contribuir para a reducdo dos
efeitos do aguecimento global, uma vez que o diéxido de carbono emitido na
combustdo de bio-combustiveis pode ser reutilizado no crescimento de nova
biomassa, promovendo assim um ciclo fechado de carbono (SILVA, 2017).

Ressalta-se que a industria de producdo de cerveja gera grandes
guantidades de residuos sdélidos em sua maioria passiveis de reciclagem e reuso
(MUSSATTO et al., 2006). Dessa forma, é necessério avaliar as opcdes para a
reciclagem destes residuos visando converter este material em outros produtos
de valor agregado (PANAGIOTOPOULOQOS et al., 2015). Kemppainen et al.

(2016) mencionam que o bagaco de malte € um residuo facilmente obtido, além

19



REVISAO DE LITERATURA

de conter uma grande variedade de nutrientes e componentes renovaveis
valiosos. Sao subprodutos altamente Uteis, cujo potencial biotecnolégico indica
que podem ser utilizados como matéria-prima em biorrefinarias (OUTEIRINO et
al., 2019). Nesse sentido, uma vantagem competitiva do bagaco de malte é o
fato de ele ser disponibilizado durante todo o ano a um baixo ou nenhum custo
(WEGER et el., 2017) e em grandes quantidades (STURM et al., 2012).

Vale salientar que o bagaco de malte pode ser utilizado in loco nas
préprias cervejarias, uma vez que grande quantidade de calor é requerida nos
processos industriais, o que demanda grandes caldeiras alimentadas muitas
vezes com combustiveis de origem féssil (STURM et al., 2012). Em relagéo a
esse aspecto, o bagaco de malte configura-se como uma fonte potencial para a
combustdo, desde que reduzido o seu teor de umidade a valores inferiores a
40% (CAETANO et al., 2013).

De fato, Weger et al. (2017), verificaram que a combustdo da torta de
graos obtida apds a prensagem e secagem convectiva do bagaco de malte, em
um sistema de co-incineracdo com cavacos de madeira, seria capaz de gerar em
torno de 44,5% da energia térmica demandada por uma cervejaria. Além da
combustdo direta, 0 bagaco de malte representa uma matéria-prima para a
producéo de outros produtos de maior interesse, tais como os bio-combustiveis.

Devido aos altos teores de aglcares contidos nesse material, ele pode ser
utilizado como matéria-prima para a producdo de biogas a partir da digestao
anaerobia (MUSSATTO et al., 2006), bem como insumo em processos
fermentativos para a producédo de etanol (PANAGIOTOPOULOS et al., 2015). A
conversdo da biomassa lignocelulésica a produtos de valor agregado, utilizando
uma abordagem de n&o desperdicio, € um dos principais objetivos a serem
considerados em uma biorrefinaria (CARVALHEIRO et al., 2005). Assim, uma
eventual producdo combinada ou simultanea de diferentes produtos poderia
tornar o] bioprocesso economicamente eficiente (XIROS e
CHRISTAKOPOULOS, 2012).

Interessante observar que além da energia térmica demandada em uma
cervejaria, uma menor proporcao de energia elétrica € necessaria nos processos
de fermentacéo e refrigeragao do produto final (STURM et al., 2012). Em relag&o
a esse aspecto, a queima do biogas produzido a partir da digestao anaerébia do

bagaco de malte em um sistema de co-geracdo de energias térmica e elétrica
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(CHP), pode ser utilizada para suprir parcial ou integralmente a demanda
energética da industria.

Dentro desse contexto, Weger et al.(2017) realizaram uma simulagéo para
uma cervejaria com capacidade produtiva para 20000 m?3 de cerveja ao ano, e
verificaram que a queima do biogés produzido a partir da digestdo anaerdbia da
fracdo liquida extraida apds prensagem do bagaco de malte, em um sistema
CHP, seria capaz de gerar 175 MWh de energia elétrica e 336 MWh de energia
térmica anualmente. Considerando a energia térmica especifica demandada por
cervejarias (BLUML, 2008 apud WEGER et al.,2016), esse montante de energia
térmica gerada seria capaz de suprir cerca de 5,1% da producdo anual
analisada. Admitindo o consumo médio mensal de energia elétrica por residéncia
no Brasil & de aproximadamente 150 kWh, o montante de energia elétrica
recuperada seria capaz de suprir a demanda de aproximadamente 1167
residéncias.

Apesar das vantagens da biomassa como matéria-prima para a obtencéo
de produtos de valor agregado, em funcdo de sua elevada complexidade
estrutural, faz-se necessario muitas vezes, 0 uso de uma etapa de preé-
tratamento desses materiais, para promover a separacdo de seus constituintes

a fim de se obter bons rendimentos na conversao de produtos (SILVA, 2017).

4.5 Pré-tratamentos da biomassa lignoceluldsica

A estrutura quimica do complexo de macro moléculas da biomassa
lignocelulésica impede que esses materiais sejam convertidos diretamente a
combustiveis e produtos de valor agregado (BAETA, 2016). Desintegrac&o (ou
fracionamento) € uma terminologia utilizada para designar as metodologias de
pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica, no sentido de destruir a parede
celular vegetal, aumentar a area superficial e liberar o conteddo celular, a fim de
melhorar a degradacédo do substrato e facilitar os processos microbiolégicos de
bioconversdo (SCHUMACHER et al., 2014).

As metodologias para o fracionamento da biomassa lignoceluldsica se
dividem em fisicas, quimicas ou biologicas, podendo haver a combinagédo de
mais de uma tecnologia (SCHUMACHER et al., 2014), de modo que cada tipo

de pré-tratamento exerce um efeito especifico sobre os constituintes da

21



REVISAO DE LITERATURA

biomassa (ZHANG e ZANG, 2016). O aspecto recalcitrante da matriz polimérica
da biomassa lignoceluldsica determina o quanto o material necessita de um pré-
tratamento para aumentar a acessibilidade aos seus componentes (WON et al.,
2012). Assim, o rendimento da conversdo dos materiais lignoceluldsicos a outros
produtos depende da acessibilidade aos seus agucares constituintes, seja ela
por via enzimatica, no caso de bioprocessos ou quimica, no caso de processos
quimicos (BAETA, 2016).

Os pré-tratamentos exercem uma importante fungéo na reducédo do indice
de cristalinidade da celulose e no grau de polimerizacdo dessa macromolécula
(ZHANG e ZANG, 2016). Além disso, ao alterar a estrutura da matriz polimérica
da biomassa, os pré-tratamentos solubilizam ou removem parte da hemicelulose
e lignina (RUIZ et al., 2017). Desse modo a eficiéncia dos processos de pre-
tratamento estd vinculada a uma série de fatores, dentre os quais estdo a
temperatura, o tempo, a razdo solido-liquido (RLS), a dimenséo das particulas,
bem como o tipo e a concentragdo do catalizador utilizado (SANTIAGO, 2013).

Os fatores que devem ser considerados para a escolha do pré-tratamento
ideal da biomassa sdo o custo, a simplicidade operacional, a facilidade de
reducédo de particulas, o baixo consumo de energia, agua e produtos quimicos,
a baixa corrosdo de equipamentos, a capacidade de alterar a biomassa com
minimas perdas de acUcares, a possibilidade de geracdo de grandes
guantidades de hemicelulose, a baixa geracdo de furanos (furfuraldeidos) e
acidos fendlicos, a obtencédo de uma fracdo solida com alto teor de celulose e
alta susceptibilidade enziméatica, a producao de lignina ou seus derivados com
alta qualidade e a baixa geracéo de residuos (VARGAS et al., 2016).

Abordagens biotecnolégicas tém sido propostas para o fracionamento dos
componentes do bagaco de malte com o objetivo de gerar oligossacarideos,
monossacarideos, peptideos, antioxidantes e lipideos funcionais (XIROS e
CHRISTAKOPOULOS, 2012). Uma alternativa amplamente utilizada tém sido as
metodologias de pré-tratamento termoquimico da biomassa lignoceluldsica
(WON et al., 2012).

Segundo Schumacher et al. (2014), dentre as vantagens do uso de
técnicas de desintegracdo da biomassa estdo o aumento do rendimento na
producdo de biogas devido a um aumento na area superficial da biomassa, a

aceleracéo do processo de degradacao do substrato, o que possibilita uma maior
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capacidade de utilizacdo do reator, além de serem evitadas camadas
sedimentares ou flutuantes no reator, o que facilita 0 manejo e a automagao de
processos de alimentacgéo, agitacdo e bombeamento.

O desenvolvimento de metodologias de pré-tratamento mais sustentaveis,
eficientes, menos onerosas e que utilizem menores quantidades de produtos
guimicos é uma alternativa para tornar a conversao da biomassa em bioprodutos
mais atrativa (LOPEZ-LINARES et al., 2019). No entanto, o processo decisorio
através do qual se institui o pré-tratamento da biomassa depende de qual a
aplicacéo esta sendo direcionada para as fracfes sélida e liquida obtidas apos
tratamento. Os préximos tépicos descrevem aspectos da revisdo da literatura em
termos dos pré-tratamentos do bagaco de malte (BSG) e da palha de cevada
(BS), bem como de suas utilidades, sobretudo com relacdo a producao de etanol
e biogas. A Figura 7 demonstra uma representacao esquematica atraves da qual
a biomassa lignocelulésica pode, mediante o fracionamento de seus
constituintes, ser inserida em uma cadeia produtiva de produtos de valor

agregado dentro de um conceito de biorrefinaria.

Figura 7: Esquema representativo para a obtencao de produtos de valor agregado a partir
da biomassa lignoceluldsica (WANG e YIN, 2017).
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4.5.1 Pré-tratamentos quimicos

Os tratamentos termoquimicos sdo metodologias amplamente estudadas
devido as suas potencialidades em aumentar a acessibilidade enzimatica aos
acucares da biomassa (WON et al., 2012). As ligacfes glicosidicas entre 0s
monbémeros da celulose sdo susceptiveis a hidrolise na presenca de um acido
como catalisador da reacdo (GURGEL, 2010). Desse modo, através dos preé-
tratamentos com &cidos diluidos é possivel converter a celulose em glicose e a
hemicelulose em xilose e arabinose (WHITE et al., 2008).

No caso dos pré-tratamentos alcalinos, os principais mecanismos
envolvidos nas reacfes sao a quebra das ligacdes glicosidicas e a dissolucdo
das ligacdes éster da parede celular, com consequentes mudancgas na estrutura
da biomassa e reducéo na cristalinidade da celulose (ZHANG e ZANG, 2016).
Regauskas et al. (2014) mencionam que 0s tratamentos utilizando valores de pH
elevados promovem a remocdo de uma grande parte da lignina e uma menor
guantidade de hemicelulose. Considerando as potencialidades dos pré-
tratamentos quimicos, muitos pesquisadores avaliaram a eficiéncia do uso de
acidos e bases, em relacdo ao fracionamento dos constituintes do bagaco de
malte.

Conforme mencionado anteriormente, abordagens combinando mais de
uma tecnologia podem ser feitas a fim de se obter melhores rendimentos. Esse
foi 0 caso da pesquisa de Mussatto et al.(2007) e Mussatto et al.(2008), que
realizaram dois pré-tratamentos termoquimicos do bagaco de malte, a fim de
avaliarem respectivamente, a remocao de lignina e o rendimento da hidrolise
enzimatica. No primeiro pré-tratamento, os autores inseriram o bagaco em uma
solucéo &cida de H2S04 (100 mg.gtssc), a 120°C durante 17 minutos, utilizando
uma RLS de 8 g.g'. Posteriormente, 0s autores submeteram os sélidos pré-
tratados a uma solugdo de NaOH (2% m.v!), a 120°C durante 90 minutos,
utilizando uma RLS igual a 20 g.g™*.

Mussatto et al.(2008), obtiveram 99,4% de rendimento da hidrdlise
enzimatica, considerando a conversédo de celulose a celobiose e glicose, e um
rendimento de 93,1% em termos de glicose. Apesar dos bons resultados da
hidrélise enzimatica, a concentragéo de glicose no hidrolisado foi de apenas 20,1

g.Lt, o que segundo os autores, é insuficiente para a producdo de etanol ou
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acido latico, onde as concentracdes de glicose deveriam ser ao menos trés vezes
maiores.

Ainda se tratando de tecnologias combinadas, Caetano et al. (2013)
avaliaram o tratamento termoquimico simultaneamente a hidrolise enzimatica do
bagaco de malte. Os autores utilizaram solu¢des de HCI (1% v.v') e HNO3 (1%
v.v1l) e também de HCI (1% v.vl) e HoSO4 (1% v.vl), temperaturas de 50°C e
75°C durante 30 minutos, RLS de 4 e 8 mL.g™%, a uma velocidade de agitacdo de
75 rpm, submetendo a mistura a alguns coquetéis enzimaticos a fim de comparar
seus rendimentos em termos da hidrélise de acucares. O melhor resultado da
hidrélise enzimatica (72,1%) em termos da hidrélise de polissacarideos, foram
obtidos com o uso dos acidos HCl e HNOs.

Vale salientar que semelhantemente, White et al. (2008) verificaram que,
em termos da recuperacao de acucares reduzidos, os pré-tratamentos acidos do
bagaco de malte com HCI ou HNO3 foram mais efetivos do que aquele com
H.SO4. Segundo os autores, tais pré-tratamentos também melhoraram a
hidrolise enzimatica dos solidos pré-tratados, gerando rendimentos em torno de
39%, em termos de acucares reduzidos, 0 que representou uma recuperacao de
acucares em torno de 33% maior do que a obtida com o pré-tratamento com
H2>SO4. Na opinido dos autores, possivelmente a atividade nucleofilica dos ions
cloreto e a acdo oxidativa do acido nitrico promoveram uma maior
desestruturacdo da biomassa.

Marcolongo et al.(2014) também promoveram o pré-tratamento
combinado do bagaco de malte, submetendo a biomassa a uma solucdo de
amonia (NHs) (10% v.v1), a 70°C durante 22 horas, utilizando uma RLS de 20
mL.g?, simultaneamente a acdo de diferentes coquetéis enzimaticos a uma
carga de 27,2 U.gl. A amonia possui a propriedade de clivar as ligacdes da
lignina mas ndo necessariamente remové-la, aumentando a acessibilidade
enzimatica (REGAUSKAS et al., 2014). Marcolongo et al.(2014) obtiveram o
maior rendimento da hidrdlise enziméatica (85,8%) em termos de xilose, utilizando
0 coquetel preparado com as enzimas celulase, celobiase, xilanase e
arabinofuranosidase, isoladas a partir de diversos fungos.

Pierre et al.(2011) realizaram o fracionamento do bagac¢o de malte em trés
estagios, e avaliaram posteriormente a hidrélise enzimética dos sélidos pré-

tratados. Em um primeiro estagio, a biomassa foi inserida em uma solucédo de
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H2S04 (3% v.v1), a 120°C durante 60 minutos, para remover a hemicelulose e o
amido da biomassa. Posteriormente, os autores submeteram os solidos pré-
tratados a uma solucdo de NaOH (2% m.v'!), a 120°C durante 90 minutos,
utilizando uma RLS de 20 g.g™t. Em um terceiro estagio, os autores submeteram
os sélidos ao pré-tratamento por explosdo a vapor. Utilizando essa metodologia,
0s autores conseguiram obter um rendimento da hidrolise enzimatica
aproximadamente igual ao maximo tedrico. No entanto, é valido ressaltar que
este tipo de combinacédo de pré-tratamento pode implicar em elevados custos de
operagao.

A fim de avaliar a producdo de biogas a partir dos soélidos pré-tratados,
Sezun et al.(2011) compararam os efeitos dos pré-tratamentos acido ou alcalino
do bagaco de malte. Para isso, 0os autores submeteram a biomassa a solu¢cdes
de NaOH (20% m.v!) ou HCI (37% v.v1), a temperatura ambiente durante 5 dias.
Nesse caso, a maior taxa de producdo média de biogas foi de 1,21 m3.m3.dia*
(tratamento &cido), porém esse valor foi apenas 10% maior do que a taxa de
producéo de biogas obtida com o bagaco sem tratamento.

Outra abordagem visando a digestao anerébia dos solidos pre-tratados foi
realizada por Kan et al.(2018), que avaliaram a producéo de metano apés o pré-
tratamento combinado do bagaco de malte, utilizando a acdo de micro-ondas
simultaneamente ao tratamento alcalino. Os autores observaram que a maior
producdo de metano (0,73 Nm3.kgtsv) foi obtida utilizando a poténcia de 40 W,
o tempo de reacao de 4 minutos e relacdo massica entre NaOH e biomassa (A/B)
de 0,25 g.g*.

Semelhantemente, Poladyam et al.(2018) compararam a producdo de
hidrogénio (Hz) a partir de pré-tratamentos acidos ou alcalinos. Nesses casos,
0s autores utilizaram a temperatura de 121°C, RLS entre 10 e 100 mL.g™,
concentragfes entre 0,5 a 3%, em que foram avaliados os &cidos cloridrico e
sulfurico, e os hidroxidos de sddio e potassio. Os autores verificaram que a maior
producédo de Hz (175 mL em 12 horas) foi obtida utilizando H2SO4(0,7% v.vl) e
uma RLS de 25 mL.g™.

Na tabela 2 sdo sumarizados os melhores resultados obtidos com os pré-
tratamentos quimicos do bagaco de malte (BSG) e da palha de cevada (BS), de

acordo com os autores consultados na revisao de literatura.

26



REVISAO DE LITERATURA

Tabela 2: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos quimicos do BSG e da BS de segundo os autores consultados na revisdo de literatura (inicio).

Referéncia BM Pré- Resultados
Tratamento

Condigdes do processo obtidos

BS Alcalina NaOH (13%), Remogdo de 57% de

Lopez et al. (1995) 60°C, 2 horas hemicelulose

HNOs(0,16 N), 121°C (autoclave), 15 minutos / Rendimento de etanol de 320
; BSG Acido / Cellulase (6% m.m™), B-Glucosidade (0,6% m.m™) getanoL-Kglese
White et al. (2008 > , ,
( ) Enzimatico Xylanase (0,5% m.m), Hemicellulase (0,4% m.m™),

50°C, 18 horas, 130 rpm

BSG Alcalino/ NaOH (10% m.v!), 121°C (autoclave), Rendimento de etanol de
Xiros et al. (2008) Enzimatico RLS 8 mL.g%, 30 minutos/ 65 g.kglesc
Celluclast 1.5 L e Ultraflo L
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Tabela 2: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos quimicos do BSG e da BS de segundo os autores consultados na reviséo de literatura (continuacéo).

Referéncia BM Pré- Resultados
Tratamento

Condigdes do processo obtidos

Alcalino NaOH (10% m.v'), 121°C (autoclave), Rendimento de etanol de

Xiros e Christakopoulos (2009) 30 minutos, RLS 8 mL.g™ 109 g.kgass

Acido / H.S04(1,16%), 150°C, 17 minutos / Rendimento de
Kim et al. (2011a) BS Enzimatico Celluclast 1.5L e Novozyme 188, 60 FPU.g %, etanol de 90%
(proporgdo 4:1), 45°C, 72 horas, 150 rpm

BS Liquido ibnico 1-acetato de etil-3-metilimidazélio, 110°C, 30 minutos Rendimento de etanol de

Saez et al. (2012) 86%
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Tabela 2: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos quimicos do BSG e da BS de segundo os autores consultados na reviséo de literatura (continuacéo).

Referéncia BM Pré- Resultados
Tratamento

Condigdes do processo obtidos

Acido / H2S04(1% v.v'), 158°C, 15 minutos / Rendimento de 70,8% em
Won et al. (2012) BS Enzimatico Celluclast 1.5L e Novozyme 188, termos de glicose
60 FPU.g%, 50°C, 120 rpm

NaOH (0,58 mol.L™), 86,6°C, 84,8 mLyaor.min™/

Han et al. (2013) BS Alcalino/ Cellic CTec 2 (30 FPU.g %), Cellic HTec 2 (15% g.g" Rendimento de etanol de
Enzimatico Ycrec), 50°C, 48 horas, 150 rpm 89,75%

11 psi, 0,63 Lpaprao.minuto™, Producéo de hidrogénio
BS Ozonizagao / 40% de umidade, 45 minutos / 166% maior do que na
Wu et al. (2013) . ,Q_ N 1 amostra controle
Enzimatico NS22086 (5% m.m™), NS22083 (0,2% m.m™), NS22118

(0,6% m.m™), 50°C, 120 rpm
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Tabela 2: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos quimicos do BSG e da BS de segundo os autores consultados na revisdo de literatura (continuacao).

Referéncia

BM

Pré-
tratamento

Condigbes do processo

Resultados
obtidos

Caetano et al. (2013)

Duque et al. (2014)

Sheikh et al. (2014)

Vandenbossche et al. (2014)

Wilkinson et al. (2014)

Marcolongo et al. (2014)

Yang et al. (2015)

BSG

BS

BS

BS

BSG

BSG

BS

Acido e enzimatico

Alcalino /
Enzimatico

Oxidativo /
Enzimatico

Alcalino/
Enzimatico
Alcalino /
Enzimatico

Alcalino e enzimatico
(simultaneos)

Acido/
Enzimatico

HCI (1% v.v!), 75°C, 30 minutos, RLS 4mL.g?,
75 rpm, 2,5 g de Glucanex 100g, pH 4,5/
HNO; (1% v.v1), 50°C, 30 minutos, RLS 8mL.g™,
75 rpm, 2,3 mL de Ultraflo L, pH 6

NaOH (8%), 68°C, 20% de sdlidos, 150 rpm /
Celulase (8 FPU.g™?) e xilanase (9:1), 50°C,
48 horas, 150 rpm

Solucdo de NaClO e H.0; (10:1) a 2%,
121°C, 30 minutos /
Celluclast 1.5L e Novozyme 188
NaOH (7,5%), RLS 12 g.g*, 68°C, 150 rpm / coquetel
enzimatico (ndo especificado)
NaOH (5% m.v1), 50°C, 12 horas, RLS 4 mL.g* /
Celluclast 1.5L (0,2 mL.g}), Cellic CTec 2
(0,5 mL.g%), 50°C, 24 horas, 150 rpm
NH3(10% v.v?1), 70°C, 22 horas, RLS 20 mL.g%, 27,2
U.gl, ATCC26921 (5,4 U.gh), celobiase (A. niger)

(145 U.g1), xilanase (T. viride) (80 U.g?), B-xilosidade
termoestavel (8 U.g%), a-L-arabinofuranosidae

(P. pastoris), 50°C, 72 horas, 140 rpm

H>S04(2%), 121°C (autoclave), 60 minutos / Celluclast
1.5L e Novozyme 188, endo-1,4-b-xilanase (T.
longibrachiatum), PEG 4000 (surfactante), 50°C, 48
horas, 200 rpm

Rendimento da hidrdlise de
acucares de 72,1%

Rendimento de etanol de 110
g-kg*

Rendimento de etanol de 186
g-kg!

Rendimento de 38% em
termos de glicose

Rendimento de mais de 90%
em termos de glicose

Rendimento de 85,5% em
termos de xilose

Rendimento 86,9% em
termos de glicose
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Tabela 2: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos guimicos do BSG e da BS de segundo os autores consultados na revisao de literatura (final).

Referéncia BM Pré- L Resultados
Condigbes do processo .
tratamento obtidos
BSG Acido / H.SO, (0,1 mol.L?), 121°C (autoclave), Rendimento de erinacina C
Wolters et al. (2016 :
® (2016) Biol4gico 20 minutos, RLS 10 mL.g* / H. erinaceus de 569,1 mg.L™*
L, BS Organossolve com Etanol (50%), 170°C, Rendimentos de poliois de
Fabicovicova et al. (2016) catalizador (Ru-W/AC) 150 minutos 70%
o BSG Acido HCL (1%), 121°C, 30 minutos Rendimento de etanol de
Wilkinson et al. (2016) 36,8%
H2S04 (1 mol.LY), 121°C (autoclave),
Plaza et al. (2017) BSG Acido / 30 minutos, RLS 7 mL.gt/ Rendimento de butanol de
' Enzimatico Celluclast 1.5L (15 FPU.g%), Novozyme 188 75 gkg?
(15 1U.gh), 50°C, 48 horas, RLS 10 mL.g™?, 150 rpm
Acido / Acido oxalico di-hidratado (1 mol.kg™) sob agitac&o / Rendimento de aglcares
Schneider et al. (2017) BS Mecanico Moagem em minho de bolas, 20 minutos / reduzidos de 53,4%
H,S0, (1 mol.kg™?),130°C, 60 minutos
Procentese et al.(2018) BSG Liquido idnico / Enzimatico Glicinato de colina, 150°C, 3 horas, RLS 32 mL.g/ Rendimento de 94,1% em
' Cellic CTec 2 (15 mg.g ™) e Amylase (10 U.gssc) termos agucares reduzidos
Alcalino / NaOH (110 mmol.L1), 50°C, 60 minutos, Rendimento de 95% na
Qin et al. (2018) BSG Acido RLS 20 mL.g%, 200 rpm / solubilizagéo de proteinas
H,SO, (1 mol.L?), 25°C, 1 hora, 250 rpm
Poladyan et al. (2018) BSG Acido H,S0, (0,7% v.v?1),121°C (autoclave), 25 mL.g* 172 mL de H; (12 horas)
Paz et al. (2019) BSG Alcalino/ NaOH (0,5 mol.LY), 50°C, 4 horas, 160 rpm/ Rendimento de 31,73% em
' Enzimatico Ultraflo L. (25 U.mL™), 40°C, 120 horas, 270 rpm termos de glicose
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A maior parte dos autores consultados na revisao de literatura utilizaram
0s pré-tratamentos quimicos do bagaco de malte (BSG) ou da palha de cevada
(BS), seguidos da hidrélise enzimatica dos sélidos pré-tratados para a obtencao
de acucares fermentesciveis e posterior producdo de etanol. Conforme
mencionado anteriormente, os tratamentos quimicos sdo mais usuais devido a
alta susceptibilidade de quebra das ligaces glicosidicas aos tratamentos acidos,
bem como devido a alta remocédo de lignina mediante condi¢des alcalinas. Ou
seja, 0s tratamentos quimicos sdo bastante favoraveis a obtencéo de acucares
fermentesciveis e a reducdo da recalcitrdncia da biomassa lignocelulésica.
Contudo, a viabilidade econbmica destes pré-tratamentos deve considerar
aspectos como os custos de aquisi¢cao e recuperacao de produtos quimicos, bem
como os custos envolvidos na construgdo de reatores, por ser necessaria a
utilizacdo de materiais anti-corrosivos. Embora a producao de etanol a partir do
BSG e BS tenha sido pesquisada apenas desde a metade da década de 80,
muitos proveitos foram conseguidos ao longo de pouco mais de trés décadas de
estudos, tais como metodologias combinadas de pré-tratamento e agao conjunta

de enzimas, a fim de se obter melhores rendimentos de etanol.

4 5.2 Pré-tratamentos fisicos

Indiretamente, muitos pesquisadores utilizam algum tipo de pré-
tratamento fisico da biomassa, selecionando particulas de certas dimensdes
para submeté-las a algum tipo de tratamento posterior. Por exemplo, Peces et
al.(2015) realizaram a separacdo granulométrica das fracbes do bagaco de
malte, e verificaram que 61% eram particulas com dimensdes entre 2 e 5
milimetros (mm) e 34% eram particulas com dimensfes entre 1 e 2 mm.
Interessante observar que os testes de potencial bioquimico de metano (BMP)
ap6s a separacdo granulométrica das particulas de palha de cevada,
demonstraram producdes de metano de 330 L.kg'sy para as particulas com 4
mm e de 270 L.kgsv para aquelas com 1 mm nos testes de BMP (LIU et al.,
2017). Semelhantemente, Sezun et al.(2011) realizaram a selecao de particulas
de bagaco de malte com dimensdes inferiores a 0,5 milimetros, a fim de

averiguar a eficacia dos pré-tratamentos com relacdo a producdo de biogas.
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Porém, os autores verificaram que as taxas de producdo média de biogas, tanto
no bagaco bruto quanto no bagaco tratado fisicamente foram as mesmas.

Além da trituracdo, moagem ou separacao granulométrica tem-se outras
possibilidades como a extrusdo, a acdo de micro-ondas, a sonificacdo e a
prensagem. Por exemplo, Beldman et al.(1986) compararam a moagem e a
extrusdo do bagaco de malte, a fim de avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos
guimicos e enzimaticos posteriores. No primeiro caso, 0s autores submeteram
material a um moinho de martelo e posterior separacdo das particulas com
dimensdes inferiores a 0,5 milimetros. A segunda metodologia foi submeter o
material a um extrusor de parafuso simples, com uma razdo de compressao de
33%, utilizando velocidades entre 45 e 105 rpm e temperaturas de 170°C.
Segundo Beldman et al.(1986), os pré-tratamentos fisicos do bagaco de malte
transformaram a macroestrutura desse subproduto em pequenos fragmentos, de
modo que, no caso da moagem e trituracao, a hidrélise de carboidratos foi 10%
e 18% maiores respectivamente, do que no caso do baga¢o sem tratamento.

No caso dos pré-tratamentos utilizando micro-ondas, os dois principais
mecanismos do pré-tratamento sdo a rotacdo do dipolo e a conducéo ibnica
(LOPEZ-LINARES et al., 2019). De acordo com 0s autores, 0 pré-tratamento por
micro-ondas possui algumas vantagens comparativamente ao aquecimento
convencional, tais como menores tempos, aguecimento uniforme, simplicidade
de processo, alta remocao de grupos acetila da hemicelulose além de menor
geracdo de compostos inibitorios (acido acético, acido férmico, HMF e FF).
Alguns autores utilizaram o tratamento do bagaco de malte utilizando a acao de
micro-ondas, combinado com outros tratamentos (RACHBAUE et al., 2015;
PATEL et al., 2018; LOPEZ-LINARES et al., 2019).

Peces et al.(2015) avaliaram a producdo de biogas a partir do pré-
tratamento por sonificacdo do bagaco de malte. Nesse caso, 0s autores
utilizaram particulas com dimensdes distintas, RLS variando entre 4,5 e 16,5
mL.g?1, temperaturas de 60° e 80°C, tempos de reacéo entre 12 e 72 horas e
energias especificas do sistema de ultrassom entre 1000 e 50000 kJ.kgtst. A
avaliacdo energética do pré-tratamento indicou que na condicdo mais favoravel
(60°C, 12 horas, 12 mL.g?, 1000 kJ.kgst) houve um maior consumo energético

do que a energia recuperada a partir da queima do biogas. Nessa condicao,
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houve um pequeno incremento na producéo especifica de metano mas nenhum
impacto sobre a cinética quimica do processo.

Estudo interessante foi realizado por Weger et al.(2017), que promoveram
a prensagem do bagaco de malte obtido apés a filtragdo do mosto, e procederam
a sua secagem convectiva, de modo que simplesmente com esse processo 0s
autores conseguiram reduzir o teor de umidade dos gréos de 80% para 12%.
Apds esse processo, 0s autores obtiveram uma torta de grdos com um poder
calorifero inferior de 20 MJ.kg™, que em um sistema de co-incineracdo com
cavacos de madeira seria capaz de gerar 44,5% da energia térmica demandada
pela prépria industria que forneceu o bagaco de malte (WEGER et al., 2017).

Além disso, Weger et al.(2017) verificaram uma producdo maxima de
metano de 717 L.kg sy a partir da digestdo anaerdbia da fase liquida removida
apos a prensagem do bagaco de malte. Os parametros operacionais utilizados
nessa condicao foram um tempo de retencao de solidos de 33 dias e uma taxa
de alimentacdo organica de 2,1 kgsv.m3.dial. Segundo os autores,
considerando uma concentracdo de metano de 65%, a queima do volume de
biogas produzido, em um sistema de CHP (combined heat and power) seria
capaz de gerar um saldo de 17 MWh de energia elétrica e 113 MWh de energia
térmica, admitindo apenas o consumo energético da planta de digestao
anaerobia.

Interessante observar que no estudo realizado por Weger et al.(2017), o
simples tratamento mecanico foi suficiente para remover grande parte dos
acucares nao-ligados do bagaco de malte. Isso aponta a perspectiva de que o
processo de producdo de cerveja culmina por promover a adsorcdo de
oligbmeros e acucares monoméricos na superficie da biomassa, cujo potencial
biotecnolégico pode ser utilizado para a producéo de biocombustiveis utilizando

processos de pré-tratamento térmico de baixa severidade.

4.5.3 Pré-tratamentos biolégicos

As tecnologias atuais de conversao da biomassa lignocelulésica a etanol
requerem a agcdo de enzimas para a conversdo do substrato a aclUcares
fermentesciveis (XIROS e CHRISTAKOPOULOS, 2009; PIERRE et al., 2011).

Em materiais como o0 baga¢o de malte, a acdo enzimatica se limita a barreira
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imposta pela matriz lignoceluldsica e pela cristalinidade da celulose (BELDMAN
et al., 1986). Por esse motivo, na maioria dos estudos direcionados a producao
de élcoois alifaticos, a hidrolise enzimatica ocorre ap0s uma etapa de pré-
tratamento.

Para se atingir altos rendimentos na hidrélise enziméatica € necessario
ajustar cuidadosamente uma mistura de enzimas que atuam na matriz polimérica
da biomassa (MARCOLONGO et al., 2014). Nesse sentido, 0s autores
mencionam que celulases, xilanases e outras enzimas complementares, tais
como arabinofuranosidades, pectinases e manases sao necessarias para a
conversao da biomassa a acgucares fermentesciveis.

A bioconverséao do bagaco de malte a agucares fermentesciveis (hexoses)
para a produgdo de etanol demanda a utilizacdo de celulases (SANTIAGO,
2013), que possuem trés grupos de enzimas que atuam sinergicamente sobre a
hidrolise da celulose (B-1,4-endoglucanases, [-1,4-exoglucanases e as [-
glicosidades) (PIERRE et al., 2011). Isso é necessario, pois, as leveduras
tradicionalmente utilizadas na industria alcooleira (Saccharomyces cerevisiae)
nao utilizam pentoses (xilose e arabinose) como fontes de acucar (WHITE et al.,
2008).

De acordo com Pierre et al.(2011), as endoglucanases atacam regifes de
baixa cristalinidade da celulose, criando extremidades de cadeia livre ao longo
da macromolécula, enquanto as exoglucanases (celobioidrolases) removem
moléculas de celobiose a partir das extremidades livres das cadeias de celulose.
Por fim, os autores mencionam que as B-glicosidades hidrolisam as moléculas
de celobiose, produzindo monémeros de glicose.

Muitos pesquisadores investigaram o tratamento enzimatico do bagaco de
malte, a fim de fracionar seus constituintes para diversas finalidades. Por
exemplo, Qin et al.(2018) investigaram, dentre varias metodologias de pré-
tratamento do bagaco de malte, a hidrélise enzimatica, a fim de avaliar a
solubilizacéo de proteinas. Nesse caso, 0s autores avaliaram a acdo da enzima
comercial Alcalase® 2.41 (P4860), produzida a partir das bactérias do género
Bacillus licheniformis, utilizando uma carga enzimatica de 7,415 U.gssc, a 60°C
durante 24 horas, a uma velocidade de agitacdo de 250 rpm. O valor de

rendimento da hidrélise enzimatica obtido nesse caso, foi de apenas 50%.
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Em muitos casos, as pesquisas sdo direcionadas para comparar 0S
rendimentos da hidrélise enzimatica com o uso de enzimas ou pré-tratamentos
distintos. Por exemplo, Paz et al.(2019) compararam a hidrélise enzimética do
bagaco de malte sem tratamento, do bagaco lavado a 50°C por 4 horas e do
bagaco apos tratamento alcalino, comparando os rendimentos obtidos a partir
de trés preparados enzimaticos. Porém, em todas as situacdes avaliadas, ndo
observou-se uma boa conversao de celulose a glicose, o que Paz et al.(2019)
atribuem a interferéncia causada pela maltose da biomassa. O maior rendimento
da hidrdélise enzimatica foi 31,73% de converséo de glicanas a glicose e 37,05%
de conversdo de xilanas a xilose, a partir da enzima comercial Ultraflo® L.
(Novozymes) utilizando uma carga enzimatica de 25 U.mL.

Muitas pesquisas sdo direcionadas para averiguar o rendimento da
hidrolise de agUcares a partir do uso de coquetéis enzimaticos, preparados com
enzimas distintas em certas propor¢cdes. Como € o0 caso da pesquisa realizada
por Xiros et al.(2008), que submeteram o bagaco de malte pré-tratado a acéo de
um coquetel enzimatico preparado com as enzimas Celluclast 1.5 L e Ultraflo L
(Novozyme), utilizando a mesma proporcao entre as enzimas.

Caetano et al.(2013) avaliaram a hidrolise enzimatica simultaneamente ao
pré-tratamento acido do bagaco de malte. Os autores compararam O0S
rendimentos da enzima Viscozyme L (Sigma Aldrich) com os rendimentos de
dois coquetéis enzimaticos, sendo o primeiro deles preparado a partir das
enzimas Cellulase e Hemicellulase (Sigma Aldrich) isoladas dos fungos do
género Aspergilus niger, e o segundo preparado com as enzimas Glucanex 100g
e Ultraflo L (Novozyme). O maior rendimento da hidrolise de polissacarideos foi
de 72,1%, utilizando primeiramente o pré-tratamento com HCl (1% v.vl) e a
enzima Glucanez 100g, ajustando o pH a 4,5, e em um segundo estagio
utilizando o &cido HNOs (1% v.v!) e a enzima Ultraflo L, ajustando o pH para 6.

Lopez-Linares et al.(2019) avaliaram a acdo da enzima Cellic CTec 2
(Novozyme) sobre o bagaco de malte pré-tratado por micro-ondas e tratamento
hidrotérmico simultaneamente, utilizando uma carga enzimatica de 15 FPU.g™ .
Na condicdo mais favoravel do planejamento experimental (192,7°C e 5,4
minutos), houve um rendimento da hidrélise enzimatica de 82% em relacdo a

solubilizac&o dos polissacarideos da biomassa pré-tratada.
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Pierre et al.(2011) avaliaram a hidrélise enzimatica do bagaco de malte
pré-tratado termoquimicamente e posteriormente por explosdo a vapor. Nesse
caso, os autores procederam a adicado de enzimas em trés etapas distintas. Na
primeira delas, os solidos foram submetidos a um coquetel enziméatico contendo
32 U.L! da enzima Fungamyl® 800L, que é uma a-amilase isolada dos fungos
do género Aspergillus orizae, a 50°C durante 120 minutos. Na segunda etapa,
os solidos foram submetidos a uma carga de 1,5 U.L** da enzima AMG 300L,
gue é uma glicoamilase obtida a partir dos fungos do género Aspergillus niger, a
65°C durante 60 minutos. Na etapa final, os so6lidos foram submetidos a acédo da
enzima Celluclast® 1,5L, utilizando uma carga de 480 FPU.L?, suplementada
com a enzima Novozyme® 188 a uma carga de 125 FPU.L, a 50°C por 20
horas, sob uma velocidade de agitacdo de 600 rpm. Os autores verificaram que
na condicéo otimizada do pré-tratamento por exploséo a vapor, o rendimento da
hidrélise enzimatica foi préximo ao valor maximo teorico.

Interessante salientar o estudo de Mussatto et al.(2008), que atraves de
um planejamento experimental, investigaram os parametros operacionais mais
favoraveis a hidrolise enzimatica do bagaco de malte pré-tratado. Nesse caso,
os autores utilizaram cargas enzimaticas de 5, 25 e 45 FPU.g, velocidades de
agitacdo de 100, 150 e 200 rpm e RLS de 12, 20 e 50 mL.g, com a enzima
comercial Celluclast® 1.5L (Novozymes), extraida a partir dos fungos do género
Trichoderma reesei. Os autores verificaram uma conversdo de 93,1% de
converséao de celulose a glicose, e 99,4% de converséao de celulose a celobiose
e glicose, utilizando uma carga enzimatica de 45 FPU.g?, velocidade de agitacédo
de 100 rpm e RLS de 50 mL.g%, com uma concentracéo de glicose no hidrolisado
de 20,1 g.L L.

A Tabela 2 (descrita no item 4.5.1) e a Tabela 3 (descrita no item 4.5.4)
apontam que na maioria dos casos, 0s tratamentos enzimaticos que
proporcionaram os maiores rendimentos, em termos da recuperacao de glicose
para a producédo de etanol, foram aqueles que utilizaram coquetéis contendo as
enzimas Celluclast 1.5L e Novozym 188. Além disso, os melhores rendimentos
em termos da producédo de etanol foram obtidos em pesquisas que abordaram a
combinacdo de mais de uma metodologia de pré-tratamento da biomassa. I1sso

aponta a possibilidade da existéncia de componentes que impedem a
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acessibilidade enzimética aos acglcares da biomassa, tais como a hemicelulose,

a lignina e as proteinas.

4.5 .4 Pré-tratamentos hidrotérmicos

Processos hidrotérmicos (auto-hidrolise e explosdao a vapor) séo
tecnologias que utilizam agua a altas temperaturas (150 a 220°C) e pressodes (5
a 20 bar) com RLS entre 5 e 15 mL.g* para promover o pré-tratamento da
biomassa, a partir da extracdo, hidrélise ou modificacdo estrutural de seus
componentes (RUIZ et al.,, 2017). Uma vantagem dos pré-tratamentos
hidrotérmicos é o fato de serem menos onerosos do que outras metodologias,
por ndo demandarem a aquisicdo de produtos quimicos nem tampouco
requererem materiais anti-corrosivos para a construcéo de reatores (LOPEZ-
LINARES et al., 2019).

O principal efeito dos tratamentos hidrotérmicos sobre a biomassa
lignocelulésica € a solubilizacdo da fracdo hemicelulésica, produzindo
intermediarios a um baixo custo operacional (RUIZ et al., 2017). De acordo com
0s autores, 0 uso do fator de severidade em processos hidrotérmicos tem se
tornado comum para compreender interagcdes entre temperatura e tempo de
reacao sobre as mudancas na ultraestrutura da biomassa.

Durante a auto-hidrolise, a biomassa encontra-se em condi¢cdes em que
0 ion hidrénio (H*) é gerado a partir da auto-dissociacdo da agua, levando a
formacdo de &cido acético a partir das xilanas acetiladas (MICHELIN e
TEIXEIRA, 2014). Nesse processo, a hemicelulose é hidrolisada através de
reacdes catalisadas pelo H* presente no meio aquoso (CARVALHEIRO et al.,
2005).

A temperatura e 0 tempo de reacdo séo proporcionais a solubilizacéo da
biomassa, de tal forma que os produtos sollveis da hidrolise &cida sao
complexos e mudam conforme a severidade do pré-tratamento (RUIZ et al.,
2017). Segundo os autores, oligossacarideos podem ser hidrolisados em seus
mondmeros constituintes e as hemiceluloses sofrem reacdes de desacetilacao.
Concomitantemente a solubilizacdo das hemiceluloses ocorre a hidratacdo das
moléculas de celulose e a remocgdo parcial da lignina, aumentando a

biodegradabilidade do material e a acéo enzimatica (BAETA, 2016).
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No caso da exploséo a vapor, ocorre a hidrélise parcial da hemicelulose,
a despolimerizacao da lignina e a desestruturacéo da celulose (PIERRE et al.,
2011). Nessas condi¢cdes, os componentes da biomassa sofrem muitas reacdes
paralelas, como desacetilacao e hidrélise das hemiceluloses, clivagem da cadeia
de celulose, degradacdo e solubilizacdo da lignina, neutralizacdo &cida por
cinzas e remocgao de extrativos (RUIZ et al., 2017).

No inicio do pré-tratamento hidrotérmico as concentra¢cdes de monémeros
e oligbmeros aumentam com o incremento da temperatura e o tempo de reacao
até o momento em que as reacdes de desidratacao desses acucares, formando
HMF e FF (furfuraldeidos) tornam-se significantes (RUIZ et al., 2017).
Carvalheiro et al. (2004) mencionam que a auto-hidrélise pode representar uma
tecnologia promissora através da qual o bagaco de malte pode ser inserido na
cadeia produtiva de ingredientes Uteis a industria alimenticia, por exemplo com
a producéao de oligossacarideos funcionais.

Uma melhoria em termos dos rendimentos do processo de auto-hidrélise
fundamenta-se na compreensdo da cinética do processo e 0S possiveis
mecanismos envolvidos no fracionamento dos constituintes da biomassa
lignocelulésica (CARVALHEIRO et al.,, 2005). A Figura 8 representa um
esquema representativo do pré-tratamento hidrotérmico da biomassa

lignocelulésica.

Figura 8: Esquema representativo do pré-tratamento hidrotérmico da biomassa
lignocelulésica (RUIZ et al., 2017).
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Muitos pesquisadores investigaram 0s processos de tratamento
hidrotérmico da biomassa para diversos fins. Interessante observar que Paz et
al.(2019) realizaram o simples aguecimento do bagaco de malte com agua a

50°C durante 4 horas, a uma velocidade de agitacéo de 160 rpm, a fim de avaliar
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o teor de acUcares extraidos nesse processo bem como para evitar erros de
medicdo. De acordo com 0s autores, as analises da 4gua de lavagem do bagaco
de malte indicaram uma concentracédo de 3,71 g.L! de maltose.

Paz et al.(2019) verificaram que, em termos da caracterizagdo da
biomassa, houve uma diferenca significativa entre a biomassa bruta e a
biomassa lavada, em termos dos teores de extrativos, cinzas, celulose e
hemicelulose. Nesse caso, 0s autores verificaram que os teores de glicose foram
de 22,45% e 32,84%, e os teores de hemicelulose foram de 33,78% e 25,85%,
respectivamente na biomassa lavada e bruta. Isso aponta a perspectiva de que
tratamentos hidrotérmicos de baixa severidade sdo capazes de remover ou
solubilizar grande parte dos acucares nao-ligados da biomassa, podendo esses
acucares serem utilizados na producéo de biogas.

Os principais produtos obtidos com o pré-tratamento por auto-hidrdlise da
biomassa sdo uma mistura de oligossacarideos, acucares monomericos, acido
acético é produtos da degradacao de acucares, tais como 2-furfuraldeido (FF) e
5-hidroximetil-2-furfuraldeido  (HMF) (CARVALHEIRO et al., 2005).
Considerando esse aspecto, Carvalheiro et al. (2004) realizaram o pré-
tratamento do bagaco de malte por auto-hidrélise utilizando trés temperaturas
distintas e uma RLS de 8 mL.g!, com o objetivo de avaliar a producédo de
oligossacarideos.

Os autores observaram que as condi¢cbes que proporcionaram a maior
recuperacdo de oligossacarideos foram 150°C durante 120 minutos, 170°C
durante 20 minutos e 190°C durante 5 minutos. Em tais condicdes, os autores
observaram concentracdes bem baixas de acido acético e de produtos da
degradacédo de acucares (HMF e FF), o que eles associam uma vantagem
competitiva do pré-tratamento por auto-hidrélise para a producdo de
oligossacarideos, comparativamente a outras tecnologias.

Bochmann et al.(2015) avaliaram a producdo de metano a partir do
bagaco de malte apGs pré-tratamento combinado de micro-ondas e exploséo a
vapor, sob temperaturas entre 100°C e 200°C, durante 15 minutos a pressoes
de 40 bar e utilizando uma RLS de 9 mL.gl. Os autores verificaram que o
tratamento que proporcionou o maior rendimento de metano (493,7 NL.kg1sv) foi
aquele que utilizou a temperatura de 140°C. Embora esse rendimento tenha sido

apenas 27,8% maior do que no caso do bagaco sem tratamento. Os autores
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afirmam que a partir de 140°C os rendimentos de metano foram decrescentes
devido a uma maior producdo de produtos inibitérios ou ndo-degradaveis. Além
disso, os autores verificaram que o pré-tratamento a 160°C proporcionou um teor
de proteinas 87,2% maior e uma quantidade de produtos térmicos intermediarios
em torno de dez vezes maior, comparativamente ao pré-tratamento a 140°C.

Semelhantemente, Schumacher et al. (2014) se proporam a avaliar a
producdo potencial de metano a partir palha da cevada pré-tratada por explosao
a vapor. Nesse caso, 0s autores realizaram uma anélise exploratoria através da
gual variou-se a temperaturas entre 130 e 190°C e os tempos de reacao entre 5
e 30 minutos, utilizando uma RLS de 3 mL.g. Neste caso, os autores obtiveram
uma producdo de metano avaliada em torno de 228 mL.glsyv no caso das
amostras nao-tratadas e apenas 251 mL.g'sy para as amostras na condicdo
otimizada do pré-tratamento (190°C e 30 minutos).

Interessante observar a pesquisa desenvolvida por Pierre et al.(2011),
gue realizaram o pré-tratamento combinado do bagaco de malte, em que nas
duas primeiras etapas foram utilizados pré-tratamentos termoquimicos e, em um
terceiro estagio a metodologia de explosdo a vapor. Nesse ultimo caso, o0s
autores submeteram os solidos pré-tratados a temperaturas entre 122°C e
165°C, pressdes entre 2 e 7 bar, utilizando um tempo de reacéo igual a 15
minutos. Nesse caso, 0s autores verificaram que o pré-tratamento a 165°C e 7
bar proporcionou um rendimento da hidrdlise enzimatica proximo ao valor
maximo teaorico.

A fim de avaliar a hidrélise enzimatica dos solidos pré-tratados, Michelin
e Teixeira (2014) submeteram o bagaco de malte a autohidrélise a 190°C durante
30 minutos, utilizando uma RLS de 10 mL.gl. Nessa condicdo houve uma
remocao de cerca de 64% das hemiceluloses e um rendimento de 76% de
conversdo de celulose a glicose, utilizando uma carga enzimatica 15 FPU.g™* de
Cellic Ctec 2 suplementada com 15 Ul.g! da enzima NS22083. Segundo os
autores, o pré-tratamento proporcionou baixos niveis de produtos da degradacéo
de acucares, tais como furfuraldeido (FF) e hidroximetilfurfuraldeido (HMF).

Lopez-Linares et al.(2019) avaliaram a producdo de butanol através de
uma cepa modificada das bactérias do género Clostridium beijerinckii, utilizando
como substrato o bagaco de malte, ap0s pré-tratamento simultdneo por micro-

ondas e auto-hidrélise. Nesse caso, 0s autores fixaram a poténcia do sistema de
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micro-ondas em 1000 W e a RLS em 10 mL.g™!, variando a temperatura entre
150° e 220° C e o tempo entre 0 e 10 minutos. A condicdo mais favoravel a
producéo de butanol foi uma temperatura de 192,7°C e um tempo de reacgao
igual a 5,4 minutos, com uma producéo potencial de 46 kg.tongsc.

A fim de avaliar as condi¢cbes que otimizam a hidrélise enzimética dos
sélidos pré-tratados, Kemppainen et al. (2016) promoveram o pré-tratamento do
bagaco de malte por explosdo a vapor. Nesse caso, variando as temperaturas
entre 160 e 200°C, pressdes entre 6,18 e 15,55 bar e o tempo entre 5 e 10
minutos. Na condi¢do otimizada (200°C, 15,55 bar e 10 minutos), os autores
obtiveram um rendimento da hidrélise enzimética em torno de 75%.

Na tabela 3 encontram-se sumarizados os melhores resultados obtidos
com os pré-tratamentos hidrotérmicos do bagaco de malte (BSG) e da palha de

cevada (BS), de acordo com os autores consultados na revisédo de literatura.
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Tabela 3: Dados sumarizados sobre os pré-tratamentos hidrotérmicos do BSG e BS, de acordo com os autores consultados na revisdo de literatura.

Referéncia BM Pré- L Resultados
Condigbes do processo .
tratamento obtidos
-hidroli ° i Al i 9 ilo-
Carvalheiro et al. (2004) BSG Auto-hidrolise 190°C, 5 minutos, 150 rpm, RLS 8 g.g Rendlment_o ge 61% de xilo
oligbmeros
BS Auto-hidrdlise 179°C, 23 minutos,RLS Rendimento de 47,1% de
Nabarlatz et al. (2007) xilo-oligomeros
« . : P ; -
Schumacher et al. (2014) BS Exploséo a vapor 190°C, 30 minutos, RLS 3 mL.g Potenmal_;[eorlco de 378
mL.g svde CH,
Auto-hidrdlise / 230°C,RLS 8g.g/ Rendimento de 95% em
Vargas et al. (2015) BS Enzimético Celluclast 1.5L (10 FPU.g'Y), -glicosidade (A. niger) termos de glicose
(5 IU.FPUY), 48,5°C, 120 horas, 150 rpm
BSG Explosdo a vapor e 140°C, 40 bar, 15 minutos, RLS 9 mL.g?, Rendimento de CH,4 de 493,7
Bochmann et al.(2015) 2 . ¥ J NL. kg :
micro-ondas Y
Explosdo a vapor / 200°C, 10 minutos, RLS 8 mL.g/ Rendimento da hidrolise de
Kemmpainen et al. (2016) BSG Enzimatico Cel7A (60%), Cel6A (10%),Cel5A (15%), Xyl10 (12%), 7% em termos de aglicares
Cel3A (3%), 55°C, 48 horas reduzidos
Auto-hidrdlise / 190°C, 30 minutos, RLS 10 mL.g*/ Rendimento de 76% em
Michelin e Teixeira (2016) BSG Enzimatico Cellic CTec 2 (15 FPU.g) e NS22083 (15 1U.g%), 50°C, termos de glicose
72 horas, RLS 20 mL.g, 350 rpm
Auto-hidrolise/ 205°C, 150 rpm, RLS 8 mL.g*/
BS Organossolve/ Etanol (40% v.v'), 170°C, 60 minutos, RLS 8 mL.g/ Rendimento de etanol de
Vargas et al. (2016) S 1 100%
Enzimatico Celluclast 1.5L (14 FPU.gt), Novozyme 188 0
(5 IU.FPU™Y), 35°C, 90 horas,120 rpm
BSG Micro-ondas e hidrotérmico / 192,7°C, 5,4 minutos, 1000 W, RLS de 10mL.g™/ Producéo potencial de

Lépez-Linares et al. (2019)

Enzimatico

Cellic CTec 2 (15 FPU.g%),50°C, 48 horas, 150 rpm

butanol de 46 kg.tongsc
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A Tabela 3 revela que, o pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de malte
ou da palha de cevada combinado com outras metodologias de pré-tratamento
foram mais eficazes na obtenc&o de melhores rendimentos em termos de etanol
e biogas. Isso corrobora a perspectiva apontada anteriormente de que podem
existir componentes recalcitrantes da biomassa, tais como a lignina e as
proteinas, que impedem o ataque enzimético e a degradacdo microbioldgica.
Além disso, ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o pré-tratamento
hidrotérmico do bagaco de malte em duas etapas, utilizando baixas e altas
severidades, para producdo de biogas a partir das fracdes liquidas e agucares
fermentesciveis a partir das fracdes sélidas obtidas ap6s o pré-tratamento.

4.6 A producéo de etanol a partir do bagaco de malte

Muitas pesquisas foram realizadas a fim de avaliar o potencial de geracao
de etanol a partir do bagaco de malte e da palha de cevada, de modo que essas
abordagens na maioria das vezes, ocorrem apos a hidrélise enzimatica dos
sélidos pré-tratados. Devido ao fato das leveduras da industria alcooleira
(Saccharomyces cerevisiae) ndo metabolizarem pentoses (xilose e arabinose)
como fontes de acucar (WHITE et al., 2008), muitos autores abordam a hidrolise
de polissacarideos da biomassa em termos da solubilizacdo da glicose.

Porém, uma controvérsia foi levantada por Caetano et al. (2013), que
perceberam que nos ensaios de fermentacdo utilizando essas leveduras, 0s
teores de pentoses reduziram até certo ponto, indicando que esses acucares
foram metabolizados pelas leveduras. Nesse caso, Caetano et al.(2013)
submeteram o hidrolisado enzimatico a fermentacéo a 30°C durante dois dias, a
uma velocidade de agitacdo de 75 rpm, ajustando o pH para 5,5.

Caetano et al.(2013) observaram que toda a maltose, mas nem toda a
glicose foram convertidas a etanol, o que foi atribuido a necessidade de um
tempo de fermentacdo superior a 48 horas. Os autores verificaram que para o
melhor resultado da hidrolise enzimatica (72,1%), em termos da hidrdlise de
polissacarideos, houve uma eficiéncia de fermentacéo de 78,5%. No entanto, 0s
autores observaram que a maior eficiéncia da fermentacéo (89,6%) foi obtida

com o pré-tratamento que utilizou HCI e H2SO4 que, que forneceu um rendimento

44



REVISAO DE LITERATURA

de apenas 40,5% na hidrdlise enzimética de polissacarideos, dos quais 15,9%
eram glicose, 16,9% xilose, 42,8% arabinose e 24,4% maltose.

Embora a fermentacédo alcodlica seja um processo utilizado pelo homem
a pelo menos 4000 anos, somente a pouco menos de dois séculos, as leveduras
tém sido usadas para essa finalidade, e devido a sua importancia biotecnolédgica
0 seu metabolismo é bem conhecido pela comunidade cientifica (LIMA et al.,
2001). Contudo, os autores mencionam que outros organismos também podem
ser utilizados na producdo de etanol, tais como leveduras que metabolizam
pentoses e fungos amiloliticos.

Como € o caso, por exemplo, da pesquisa realizada por Xiros et al.(2008)
e Xiros e Christakopoulos (2009), que utilizaram um bio-processo consolidado
de fermentacdo em estado sélido. Xiros et al.(2008) e Xiros e Christakopoulos
(2009), obtiveram respectivamente 65 e 109 g.kg? de rendimento de etanol
(correspondentes a 30 e 60% do rendimento tedrico), utilizando proporg¢des entre
bagaco de malte e “sabugos” de milho de 7:1 e 1:1. Além disso, Xiros e
Christakopoulos (2009) avaliaram que a maxima concentracdo de bagaco de
malte (6% m.v1) proporcionou a melhor producgéo de etanol, e que em condicdes
microaerodbias a producéo de etanol foi cerca de duas vezes maior do que em
condicdes anaerodbias.

Um estudo comparativo foi realizado por White et al.(2008), que avaliaram
a producédo de etanol utilizando leveduras que metabolizam pentoses. Nessa
ocasido, 0s autores promoveram o pré-tratamento acido do bagaco de malte com
HNO3 (0,16 N), a 121°C durante 15 minutos, utilizando uma RLS de 5 mL.g™.
Posteriormente os solidos pré-tratados foram submetidos a hidrélise enziméatica
a 50°C durante 18 horas sob uma velocidade de rotacdo de 150 rpm, utilizando
uma RLS de 5 mL.g* e o kit de amostras de biomassa disponibilizado pela
Novozymes, contendo 6% de celulase (m.m), 0,6% de B-glicosidade (m.m?),
0,5% de xilosidade (m.m™) e 0,4% de hemicelulase (m.m™).

Nesse caso, o hidrolisado enziméatico foi submetido a fermentacédo com as
leveduras Pichia Stipitis NCYC 1540 e Kluyveromyces marxianus NCYC 1425, e
os resultados comparados. Dessa forma, os processos fermentativos a 30°C
durante 48 horas, a uma velocidade de 100 rpm, apresentaram rendimentos de
producdo de etanol, respectivamente iguais a 0,32 e 0,23 g.g'ssc (WHITE et al.,
2008).
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4.7 A producao de biogéas a partir do bagaco de malte

Biorremediacdo é um conceito que representa a utilizacdo de
microrganismos para detoxicar ou degradar poluentes (TORTORA et al., 2012).
Em relac@o a esse conceito, uma das técnicas de biorremediacdo de residuos
organicos complexos € a digestdo anaerébia, que € um processo que ocorre em
quatro estagios, denominados de hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (Figura 9).

Figura 9: Etapas envolvidas na digestdo anaer@bia de residuos lignocelulésicos pré-
tratados (BAETA, 2016) (modificado).

BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA

Pré-tratamento

Mistura de monossacarideos, oligbmeros, acido acético,
acido formico, HMF, FF e compostos aromaticos sollveis

Hidrolise
(bactérias hidroliticas)

Celobiose, glicose, xilose, arabinose,

:I HMF, FE e compostos fendlicos Q

Acidogénese
(bactérias fermentativas)

Acidos organicos de cadeia curta
(acido formico, propibnico e butirico)

Acetogénese
\V (bactérias acetogénicas) v

H> + CO2 > Acetato
CH4 + COy

o Metanogé_nese Metanogénese
(bacterias hidrogenotroficas) (bactérias acetoclasticas)
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Na primeira fase da digestdo anaerdbia, a secre¢cdo de exoenzimas por
bactérias fermentativas hidroliticas € responsavel pela hidrélise de materiais
poliméricos em produtos solUveis mais simples, que sdo metabolizados por
bactérias acidogénicas e convertidos a dioxido de carbono, acido graxos volateis
e hidrogénio (CHERNICHARO, 1997). As reacgOes da fase acidogénica da
digestédo anaerdbia ocorrem mais rapidamente do que as da fase metanogénica,
e por esse motivo, para que o processo de metanizacao da biomassa seja bem-
sucedido, é necessario que uma populacao viavel de bactérias metanogénicas
j& esteja presente no meio (CASSINI, 2003). Durante a fase acidogénica ocorre
a detoxicacdo do meio, devido ao rapido crescimento das bactérias acidogénicas
e sua capacidade de assimilar compostos toxicos e recalcitrantes (BAETA et al.,
2016a)

Durante a terceira fase da digestdo anaerobia, os acidos graxos volateis
sdo oxidados por bactérias acetogénicas, gerando como produtos dioxido de
carbono (COy), hidrogénio (H2) e acetato, sendo esse ultimo produto utilizado
como substrato por bactérias metanogénicas acetoclasticas, responsaveis por
60% a 70% da producédo de gas metano (CH4) (CHERNICHARO, 1997). De
acordo com os autores, o restante da producdo de metano provém do
metabolismo de bactérias metanogénicas hidrogenotréficas, capazes de
converter COz e H2 em CHa.

Em termos de sua composicdo, o biogas possui geralmente entre 70 a
80% de CH4 e entre 20 e 30% de CO. (CHERNICHARO, 1997), embora possam
haver pequenas quantidades de gas sulfidrico (H2S), nitrogénio gasoso (N>),
hidrogénio (H2) e monoxido de carbono (CO) (EZEONU e OKADA, 1994).
Portanto o biogas representa uma fonte renovavel de energia bem econdémica,
uma vez que é produzido a partir da degradacdo de residuos organicos
(CASSINI, 2003). O biogas é um gas inodoro e incolor que possui uma
importancia ambiental estratégica, pois além de poder ser utilizado como fonte
energética através da queima, a digestdo anerdbia de residuos organicos
contribui para a reducdo na emissdo de gases causadores do efeito estufa
(CASSINI, 2003).

Em relacdo a esse contexto, as cervejarias representam um setor da
economia que consome significativas quantidades de combustiveis de origem

féssil, e por esse motivo estdo sob constantes pressdes acerca da sua gestao
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energética (PANJICKO et al., 2017). Nesse sentido, o uso de fontes renovaveis
de energia tem se tornado interessante & medida que as energias fésseis se
escasseiam e 0s custos de extracdo dessas fontes se tornam mais onerosos
(TORTORA et al., 2012).

Dessa forma, a digestdo anaerébia do bagaco de malte representa uma
alternativa interessante para solucionar questdes ambientais e energéticas da
indUstria de cerveja, pois a0 mesmo tempo que esses residuos sdo degradados,
0 metano produzido na digestdo anaerébia pode ser utilizado como suprimento
energético (BOCHMANN et al., 2015), suplementando a demanda por gas
natural (PANJICKO et al., 2017). Dessa forma, esse manejo representa uma
alternativa interessante para agregar valor a esses subprodutos através da
producéo de biogas e a recuperacéo da energia térmica gasta no pré-tratamento
da biomassa (OLIVEIRA et al., 2018; MONTUSIEWICZ et al., 2017).

Além dessas questdes, a digestdo anerObia possui a vantagem de
preservar parte do nitrogénio e fosforo contidos na biomassa, o que garante que
os digestatos soélidos oriundos desse processo, possam ser utilizados na
producéo agricola na forma de insumos para o solo, agregando ainda mais valor
ao bagaco de malte (POULSEN et al., 2017). Contudo, é necessario ajustar
parametros operacionais da digestdo anaer6bia e a relacdo alimento-
microrganismos (ou relacdo substrato-indculo) adequada para otimizar a
eficiéncia energética desse processo (MONTUSIEWICZ et al., 2017).

Deve-se considerar que o longo periodo de retencdo de materiais
lignocelulésicos em reatores torna a digestdo anaerdbia pouco atrativa em
termos econbmicos, uma vez que para processar grandes quantidades séo
necessarios reatores de grandes volumes (BOCHMANN et al., 2015). De acordo
com o0s autores, esse fato conduziu a comunidade cientifica a pesquisar
metodologias de pré-tratamento da biomassa a fim de se obter maiores
rendimentos na producdo de biogas. No entanto, somente nos ultimos anos
despertou-se a atencdo para a utilizacdo do bagaco de malte para a producdo
de biogas (PANJICKO et al., 2017).

Algumas pesquisas foram realizadas a fim de avaliar a producdo de
biogas a partir do bagaco de malte. Um exemplo muito interessante € a pesquisa
desenvolvida por Oliveira et al.(2018), que diante da proporcao entre bagaco de

malte e trub (sedimentos de lUpulo, proteinas e residuos de malte) gerados nas
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cervejarias, se proporam a investigar a produgéo de metano em um sistema de
co-digestédo anaerdbia, utilizando uma relacdo massica entre bagaco de malte e
trub de 9:1 (que € um valor comum na industria). Nesse caso, Oliveira et
al.(2018) verificaram que o maior valor obtido para a producdo de biogas (573
L.kg?sv) ocorreu a partir da suplementagdo do substrato com 10% de glicerol.
Nessa condicao, os autores afirmam que o potencial de recuperacdo energética
foi de 206 kWh para cada metro cubico de cerveja produzido, o que representa
80% da demanda energética de uma cervejaria tipica.

Outro exemplo é o estudo de Poladyam et al.(2018), que avaliaram a
producdo de hidrogénio (H.) a partir de uma cepa modificada das bactérias do
género Escherichia coli, utilizando como meio de cultura o hidrolisado dos pré-
tratamentos termoquimicos acidos ou alcalinos do bagaco de malte. Os autores
verificaram que a maior produgdo cumulativa de H> (120 mL em 12 horas) foi
obtida a partir do pré-tratamento do bagaco de malte com H2SQO4 (0,7% v.vl) e
RLS de 25 mL.g*. No entanto, a maior produgdo de H; (290 mL) dentre os
ensaios comparativos, foi obtida com uma cepa ndo modificada da E. coli,
utilizando um meio de cultura a base de peptona e glicose.

Interessante ressaltar a pesquisa realizada por Poulsen et al.(2017), que
investigaram a co-digestao do bagaco de malte, esterco bovino e dejetos suinos,
a fim de avaliar qual a melhor proporcao desses residuos a fim de melhorar a
relacdo entre CHs e CO2 no biogas gerado. Nesse caso, os autores utilizaram
uma relacéo alimento-microrganismo de 0,5 g.g*, temperaturas de 55°C durante
65 dias. O maior valor de rendimento de biogas (311 L.kg1sv) foi obtido com uma
proporcao massica de 83% de bagaco de malte, 9% de esterco bovino e 8% de
dejetos suinos, em termos de sélidos volateis. Nessa condicdo, os autores
obtiveram uma relacdo CH4/CO> de 1,40 no biogéas gerado.

Peces et al.(2015) avaliaram a producao de biogas a partir da digestao
anaerobia do bagaco de malte tratado por ultrassom. Nesse caso, 0s autores
utilizaram particulas de dimensdes distintas, variando a concentracao de sélidos,
a temperatura, o tempo de reacdo e a energia especifica do sistema de
ultrassom. Porém a avaliagdo energética do pré-tratamento indicou que na
condicdo mais favoravel (60°C, 12 horas, RLS de 10 mL.g? e 1000 kJ.kg™),
houve um maior consumo energético do que a energia recuperada a partir da

gueima do biogas. Além disso, os autores verificaram que nessa condi¢do houve
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um pequeno incremento na producéo especifica de metano, comparativamente
ao bagaco sem tratamento, porém nenhum efeito foi observado sobre a cinética
guimica do processo.

A fim de avaliar a producdo de metano a partir da digestao anaeroébia do
bagaco de malte, Kan et al.(2018) realizaram um planejamento experimental
para avaliar os pardmetros do pré-tratamento alcalino simultaneamente com a
acdo de micro-ondas. Os autores realizaram testes de BMP (biochemical
methane potential) utilizando como in6culo o lodo de um digestor anaerébio
mesofilico proveniente de uma estacao de tratamento de esgotos, incubando os
frascos a 35°C, com um head space de 40% do volume do frasco. Nesse caso,
os autores verificaram que a maior producdo de metano (0,73 Nm3.kglsv) foi
obtida utilizando no pré-tratamento do bagaco de malte, uma poténcia do sistema
de micro-ondas de 40W, durante 4 minutos, utilizando uma relagdo massica
entre NaOH e biomassa (A/B) de 0,25.

Zhang e Zang (2016) avaliaram a producéo de hidrogénio a partir da co-
digestdo anaerdbia do bagaco de malte pré-tratado e do hidrolisado obtido,
utilizando como agente quimico do pré-tratamento um residuo gerado em
grandes quantidades na industria de producédo de alumina a partir da bauxita.
Apesar do critério inovador da pesquisa, 0s autores verificaram a inibicao da
atividade metanogénica, além de uma constante cinética inferior a obtida com o
bagaco sem tratamento. A maxima producdo especifica de hidrogénio foi de
198,62 mL.glsv no caso do bagaco tratado com uma solucdo de 10 g.L*! da
‘lama vermelha calcinada”, a 55°C durante 48 horas em atmosfera andxica.

Um estudo interessante foi a pesquisa desenvolvida por Panjicko et
al.(2017), que avaliaram a digestdo anaerdbia em dois estagios do bagaco de
malte pré-tratado termoquimicamente com HCI. Nesse caso, 0s autores
realizaram a separacao das fases solida e liquida obtidas apos o pré-tratamento,
submetendo-as em reatores distintos. Os soélidos pré-tratados, ap6s a sua
neutralizacdo foram submetidos em um reator para digestdo em estado sélido,
enquanto o hidrolisado foi inserido em um reator granular anaerobio baseado na
tecnologia dos reatores de lodo ascendente. Os reatores foram operados
durante 200 dias realizando ciclos de 33 dias.

Panjicko et al.(2017) observaram efeitos inibitérios a atividade

metanogénica, causados pela presenca de aménia, 0 que 0s autores atribuiram
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ao alto teor protéico do bagaco de malte. De fato, Bougrier et al. (2018)
verificaram teores de nitrogénio de 1,09%, o que eles consideram uma
concentracdo muito alta para a digestao anaerdbia.

Além disso, Panijicko et al.(2017) verificaram altas concentracdes de
acidos organicos (acima de 3,5 g.L™) nos 5 primeiros dias de processo no caso
do reator em estado soélido, sendo os acidos acético, butirico e propidnico mais
preponderantes. No entanto, as concentracdes de p-cresol estiveram entre 3 e
25 mg.L* durante os primeiros 10 dias de cada ciclo de operacdes, tornando-se
decrescentes a partir disso. No caso do reator granular, Panijicko et al.(2017)
observaram que a maior parte do metano gerado (77,4%) foram provenientes
desse reator, que proporcionaram uma remocao de sélidos volateis em torno de
80% e producdes especificas de biogas e metano, respectivamente iguais a 431
e 234 L.kglsv.

Por fim, Bougrier et al.(2018) avaliaram a suplementacéo nutricional em
reatores semi-continuos alimentados com o 11% de bagaco de malte. Nesse
caso o0s autores utilizaram dois niveis de suplementacéo nutricional (0,02 e 0,01
mL.g?) de uma solucdo preparada com macro (NH4Cl, K;HPQO4, KH2POu,
Na2S04, NaHCOs, CaCl2.2H20 e MgCl..6H20) e micronutrientes (FeCl2.4H20,
CuS04.5H20, MnCl,.4H20, NiCl>.6H20 e CoCl,.6H20). Bougrier et al.(2018)
verificaram que o0s reatores suplementados com macro e micronutrientes
apresentaram uma maior estabilidade do processo de digestdo anaerdbia,
evitando o colapso dos reatores. Contudo, tanto os reatores suplementados com
uma baixa ou alta carga de nutrientes apresentaram resultados similares, o que
indica que uma baixa carga de nutrientes € suficiente para a estabilizacdo do
processo. Nesses casos, 0s autores obtiveram producdes de metano entre 320
e 333 L.kg* e biodegradabilidades em torno de 70%.

4.8 Conclusao sobre arevisao de literatura

A maior parte dos autores consultados abordaram o pré-tratamento
guimico da biomassa, de tal maneira que os pré-tratamentos hidrotérmicos do
bagaco de malte e da palha de cevada somente comecaram a ser estudados a
partir do inicio desse século. Assim, ao contrario dos pré-tratamentos quimicos,

0s processos hidrotérmicos ainda ndo estdo bem consolidados diante da
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comunidade cientifica. Isso aponta a perspectiva de que muitos proveitos
possam ainda ser angariados diante da pesquisa académica acerca dos pré-
tratamentos hidrotérmicos.

Embora a maior parte das pesquisas tenham sido direcionadas a
obtencédo de etanol celulésico, a geracdo de biogas a partir do bagaco de malte
tem sido gradativamente investigada. Considera-se que a grande disponibilidade
desse residuo, aliada ao seu baixo custo, tém despertado o interesse pela
utilizacdo dessa biomassa para a producao de biocombustiveis. Em relacéo a
esse aspecto, o presente trabalho aborda de forma inovadora a extracdo dos
acucares ditos ndo-ligados da biomassa e a sua utilizacdo como substrato a
digestdo anaerdbia para a producao de metano. Dentre os autores consultados,
apenas o estudo de Paz et al.(2019) abordou a remocé&o desses agucares, muito
embora os autores ndo tenham conduzido essa fracdo da biomassa a uma
utilizagéo biotecnolodgica.

A producéo de biogas a partir do hidrolisado resultante da auto-hidroélise
em duas etapas do bagaco de malte e a subsequente hidrolise enzimatica dos
soélidos pré-tratados € uma tematica ainda ndo abordada entre os pesquisadores
consultados. A maior parte das pesquisas esta focada na utilizacdo de uma
corrente do pré-tratamento, seja ela solida ou liquida, em detrimento das demais.

Acredita-se que a remocdo de aclUcares nao-ligados da biomassa
represente um novo vetor energeético passivel de utlizacdo nas préprias
cervejarias, a fim de suprir suas demandas energéticas. A0 mesmo tempo,
considera-se que, uma vez removidos esses acgucares, a geracdo de produtos
da degradacdo de acucares (furfuraldeidos) seja reduzida durante o pré-
tratamento por auto-hidrdlise do bagaco de malte. Dessa forma, acredita-se que
a producdo de metano e os rendimentos da hidrédlise enzimatica sejam

favorecidos com a utilizacédo do pré-tratamento em duas etapas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aquisigéao, preparo e acondicionamento da biomassa

O bagaco de malte foi cedido pela Cervejaria Académica, localizada no
municipio de Ouro Preto (MG) (20°17°15” S, 43°30°29” W) durante o més de
fevereiro de 2018. O bagaco de malte foi submetido a secagem em estufa de
circulacdo de ar a 80°C durante cerca de uma semana para reduzir 0s seus
teores de umidade a valores inferiores a 8%. Posteriormente a biomassa foi
armazenada em um saco plastico hermeticamente fechado em um local ao

abrigo da luz solar, umidade e ar atmosférico.

5.2 Produtos quimicos e padrdes analiticos

Os reagentes quimicos utilizados durante a execucao do trabalho foram
ciclohexano, etanol (99,5% v.v!) e acido sulfirico (95-98% v.v?), adquiridos da
empresa Synth (Brasil). Sulfato de prata (P.A.), sulfato de mercurio 1l (P.A.) e
sulfato ferroso amoniacal (P.A.), adquiridos da empresa ACS Cientifica. Sulfato
de ferro Il heptahidratado (P.A.) adquirido da empresa Neon Cientifica.
Dicromato de potassio (P.A.) adquirido da empresa Exodo Cientifica. Além de
1,10-fenantrolina monohidratada (P.A.) adquirida da empresa Vetec Quimica
Fina.

Os padrdes cromatograficos utilizados foram celobiose, D-glicose, D-
xilose, L-arabinose, acido propibénico, acido isobutirico, acido butirico, acido
valérico, acido isovalérico, 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) e 2-furfuraldeido
(FF), fornecidos pela empresa Sigma-Aldrich (Brasil), além de acido acético e
acido férmico, fornecidos pela empresa Fluka Analytical. Uma solucéo padrao de
biogéas, fornecida pela empresa Oxiteno, contendo metano (CHa4) e hidrogénio

(H2) em concentracdes respectivamente iguais a 0,249 e 0,254 mol.molL.
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5.3 Pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade e analise do
hidrolisado

Trés aliquotas de 40 gramas (em base seca) foram condicionadas em
béqueres de vidro juntamente com 400 mL de agua destilada. Os conjuntos
foram submetidos a um pré-tratamento com agua destilada em temperaturas de
80°C durante intervalos de tempo de 30, 45 e 60 minutos, sendo as misturas
mantidas sob agitagdo permanente com o auxilio de um bastéo de vidro. ApGs
os periodos de reagdo as misturas foram submetidas a filtracdo, separando os
solidos da fase liquida.

Os solidos (bagaco lavado) foram submetidos & secagem em estufa de
circulacdo de ar a 80°C até que seus teores de umidade reduzissem a valores
inferiores a 8% e armazenados para analises posteriores. As fases liquidas
geradas a partir desses processos foram acondicionadas em vials de 1,5 mL e
submetidas a analise de aclUcares monomeéricos (celobiose, glicose, xilose e
arabinose) e acidos graxos volateis (formico e acético) em cromatografo liquido
de alta precisdo (HPLC) da marca Agilent Technologies (modelo 1260 Infinity I1),
conforme metodologia descrita posteriormente no item 5.4.5.

Com intuito de avaliar a quantidade de acgucares oligoméricos presentes,
aliguotas de 50 mL dos hidrolisados foram acondicionadas em tubos
autoclavaveis de 200 mL, sendo adicionado um volume de 1,1 mL de H2SO4
(densidade igual a 1,84 g.L! e pureza média de 96,5%) para se obter uma
concentracdo de 4% (m.vt). Essas amostras foram submetidas a hidrélise acida
em autoclave a temperaturas de 121°C e 1 atm, durante os intervalos de tempo
de 5, 10 e 15 minutos. Metodologia analoga foi utilizada por Carvalheiro et al.
(2004) e Vargas et al.(2016), muito embora os autores tenham utilizado
respectivamente, tempos de reacao de 60 e 40 minutos para quantificacdo de
oligbmeros presentes no hidrolisado hemicelulésico obtido apés o pré-
tratamento por auto-hidrélise do bagaco de malte e da palha de cevada.

Ao final desse processo de hidrélise acida, aliquotas dos hidrolisados
foram acondicionadas em vials de 1,5 mL e submetidas a andlise de acucares
monomeéricos (celobiose, glicose, xilose e arabinose), acidos organicos (férmico
e acético) e aldeidos (5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) e 2-furfuraldeido (FF))

em HPLC, sendo os balancos de massa calculados de acordo com as equacodes
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(5) e (10). As condicbes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo de
acucares, acidos graxos volateis e furfuraldeidos foram as mesmas que as

descritas posteriormente no item 5.4.5.

5.4 Caracterizagéo do bagac¢o de malte

5.4.1 Teor de umidade

Os teores de umidade do bagaco de malte in natura (bruto), do bagaco de
malte submetido ao tratamento hidrotérmico de baixa severidade (lavado) e dos
sélidos pré-tratados por auto-hidrélise (SPT), foram determinados a partir da
balanga termogravimétrica da marca OHAUS (modelo MB25). Nestes casos,
massas entre 0,5 e 1 grama foram submetidas ao equipamento que promove o
aquecimento da amostra a temperaturas de 110°C até que a variacdo na massa
em relacdo ao tempo seja desprezivel.

O teor de umidade de uma amostra (U) é calculado automaticamente pela
relacdo percentual entre a massa perdida durante o aquecimento e a massa
inicial utilizada. Para efeito da maioria dos célculos, os valores das massas séao
referenciados com relacédo aos seus teores isento de umidade (base seca, BS)

segundo as equacdes:

My = Mpy
1+0)
(equacéo 1)
My, = Mps
1-0)

(equacéo 2)
Em que: mps € a massa de solidos em base seca (g); mpu € a massa de

s6lidos em base Umida (g); e U é o teor de agua da amostra de solidos (g.g™?).

5.4.2 Teor de extrativos

Aliquotas do bagaco de malte bruto e do bagaco lavado foram trituradas
com o auxilio de um moinho de facas de modo que as particulas do material

foram reduzidas a valores menores do que 40 mesh. Amostras com massas (em
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base seca) entre 15 e 20 gramas (minicia)) foram adicionadas em cartuchos de
extracdo e esses foram acondicionados em um extrator do tipo Soxhlet. Utilizou-
se como solucdo extratora uma mistura de etanol (95% v.v!) e ciclohexano, na
mesma propor¢cao em volume, mantendo-se uma propor¢gédo de 250 mL da
mistura para cada 10 gramas (base seca) durante o periodo de 48 horas,
segundo metodologia utilizada por BAETA (2016).

Posteriormente, os soélidos foram lavados com um excesso de &agua
destilada, utilizando um sistema de filtragdo a vacuo e conduzidos a secagem
em estufa de circulagdo de ar a 80°C durante 24 horas. Posteriormente,
determinou-se as massas finais de soélidos (mrinal (8U)) € O Seus teores de umidade
(V). O teor de extrativos (E) nas amostras do bagaco bruto e do bagaco lavado
foram determinados como a relacdo percentual entre as massas perdidas
durante o processo de extracdo e as massas de solidos iniciais utilizadas, de tal
forma que:

E= Minicial(bs) — Mfinal(bs)

Minicial (bs)
(equacéo 3)
Em que: E é o teor de extrativos na biomassa (g.g™); Miniciaiibs) € @ Massa
inicial de solidos em base seca (g); Mrinaibs) € @ Massa final de solidos em base

Seca.

As caracterizacdes dos solidos apds a extracdo admitiram a perda de
massa advinda da remocao dos extrativos. Assim, nesses casos, 0s teores dos
componentes mencionados nas equactes (5), (7), (8) e (9) representam a
relacdo massica entre os componentes da biomassa e 0 bagaco apds a remocao
dos extrativos organicos.

Assim, é necessario utilizar um fator de converséo (1 — E) através do qual
€ possivel converter os teores em relacdo a biomassa extraida nos teores em
relacdo a biomassa bruta (ou lavada), com o intuito de adequar os balancgos de

massa posteriores, o que foi feito através da seguinte equacao:

( mcomponente ) l(l - E) mBAGACO EXTRAiDOI — (1 _ E) < mcomponente >

MpAGACO EXTRAIDO MpBAGAGO BRUTO MpBAGACO BRUTO

(equacéo 4)
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Em que: Mcomponente € @ massa do componente (solidos insollveis em
acido (SIA’s), lignina solavel, glicanas ou arabinoxilanas) (g); meacaco ExTrAIDO €
a massa final (base seca) obtida apds a remocéo dos extrativos (g); E € o teor
de extrativos na biomassa (g.g™); e meacaco sruto € @ massa de bagago bruto

(base seca) antes da remocé&o dos extrativos organicos (g).

Ressalta-se contudo, que esse procedimento nao foi realizado para as
amostras (solidos) pré-tratadas por auto-hidrélise, pois considerou-se que
durante o tratamento hidrotérmico ocorre parte consideravel da remocado de
extrativos (RUIZ et al., 2017), ndo sendo admitido nesse caso o uso de um fator

de conversao.

5.4.3 Teor de solidos inorgéanicos

Uma aliquota dos sélidos extraidos (ou pré-tratados) foi reservada para a
determinacdo do teor de sdlidos inorganicos (cinzas). O teor de cinzas foi

determinado segundo a Norma TAPPI T211 om-02.

5.4.4 Teores de lignina

O procedimento para a obtencéo dos teores de lignina no bagaco de malte
in natura e no bagaco lavado baseou-se na Norma TAPPI T222 om-02 e no
protocolo do NREL (National Renewable Energy Laboratory), que utilizam a
hidrolise acida em duas etapas para fracionar a biomassa em componentes que

possam ser facilmente mensurados (SLUITER et al., 2012).

5.4.4.1 Teor de sdlidos insoltveis em acido (SIA)

Para cada replicata, utilizou-se uma massa (mgs) de 0,3 g (base seca) de
bagaco de malte triturado (particulas passantes na peneira de 40 mesh),
disposta em um tubo autoclavavel de 200 mL. Um volume de 3 mL de uma
solucéo de H,SO4 de 72% (densidade = 1,6338 g.mL?) foi adicionado sobre os
solidos, sendo a mistura submetida a agitagdo com o auxilio de agitador e barra

magnéticos durante 60 minutos.
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Ap0s esse periodo, conhecido como fase de condensacao, um volume de
84 mL de agua destilada foi adicionado a cada tubo, tornando a concentragéo de
acido igual a 3% (m/v). ApGs esse processo, ocorre a fase de hidrélise, em que
os tubos devidamente fechados foram submetidos em autoclave pré-aquecida,
a temperaturas de 121°C, durante 60 minutos e pressdes manométricas de 1
atm.

Ap6s a autoclavagem dos tubos, a mistura resultante de cada ensaio foi
submetida a filtracdo a vacuo, utilizando um cadinho de vidro com placa porosa
(n° 4), previamente calcinado e pesado. Apés esse processo, o conjunto formado
por solidos insolliveis em acido (SIA) e cadinho foi conduzido a secagem em
estufa de circulagédo de ar a 80°C durante quatro horas, tendo a sua massa
(minicial) medida apds este periodo. Por fim, o conjunto formado por cadinho e SIA
foi calcinado em mufla a 525°C, durante duas horas, utilizando uma rampa de
aquecimento de 1,25°C.minuto™, tendo a sua massa (minal) aferida ao final desse
periodo.

Assim, o teor de solidos insoltuveis em acido (SIA) do bagaco de malte é
dado pela relacdo percentual entre a diferenca entre Minicia € Mfinal € @ Massa
inicial utilizada (mgs). Porém, dentre os SIA’s encontram a lignina insoluvel, as
proteinas e as cinzas (SLUITER et al., 2012). Por este motivo, o teor de lignina
no presente estudo, foi expresso indiretamente em termos do teor de sélidos
insoltuveis em &cido, expresso pela seguinte equacao:

SIA = (minicial - mfinal)

M(bs)
(equacéo 5)
Em que: SIA é o teor de sélidos insollveis em acido (g.g™%); Minicial € a
massa de solidos insollUveis em acido apés secagem (g); Mriinal € @ Massa de

solidos ap0s calcinacdo (g); e mps) € a massa de solidos inicial em base seca

(9).

5.4.4.2 Teor de lignina solavel (LS)

O hidrolisado resultante da filtracdo dos SIA’s (tépico anterior) foi

adicionado em um baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com
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agua destilada. Uma aliquota de 3 mL do hidrolisado foi retirada e diluida com
agua destilada em um baldo volumétrico de 50 mL, sendo conduzida a analise
de absorbancia em espectrofotometro utilizando os comprimentos de onda iguais
a 215 nandmetros e 280 nanGmetros (nm).

Marabezi (2009) propde uma equacdo para estimar a concentragdo de
lignina soltvel (em &cido) no hidrolisado, considerando a absortividade molar dos
interferentes gerados a partir da degradacao de carboidratos em 215 e 280 nm,

assim como a absortividade molar da lignina nestes comprimentos de onda.

_ 4,53.Ab$215 nm — AbSZBO nm
Ls 300

(equacéo 6)
Em que: Cis é a concentracdo de lignina solavel (g.L™?); Abs2is nm € a
absorbancia da amostra em 215 nm (adimensional); Abs2so nm € @ absorbancia

da amostra em 280 nm (adimensional).

Considerando que a massa de lignina soltuvel contida no hidrolisado é
dada pelo produto entre a concentracao de lignina solavel (Cis) e o volume do
baldo volumeétrico onde o hidrolisado foi diluido (no caso 100 mL), entdo o teor

de lignina soltvel em acido € dado pela seguinte equacéao:

(4,53.Ab5215 nm — AbS,74 nm) v
300 s (&)

Mps VL

LS =

(equacéo 7)

Em que: LS é o teor de lignina solGvel na biomassa (g.g™%); Vi é o volume

do baldo volumétrico onde o hidrolisado foi diluido (0,1 L); Vi é o volume de
hidrolisado obtido ap6s o processo de hidrélise em duas etapas (0,08673 L,

segundo Sluiter et al., 2012); e mps € a massa em base seca utilizada no ensaio

(9).

5.4.5 Teores de carboidratos e acidos graxos volatéis

A determinacao dos teores de carboidratos no bagaco de malte baseou-
se na Norma TAPPI T222 om-02 e no protocolo do NREL (National Renewable

Energy Laboratory). Nesse caso, os hidrolisados resultantes do processo de
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filtracdo dos SIA’s foram reservados para a quantificacdo de glicanas, xilanas,
arabinanas, acidos organicos (acético e formico) e furfuraldeidos (FF e HMF).

Para isso, aliquotas do hidrolisado foram filtradas com membranas de
nitrato de celulose com poros de tamanho igual a 0,45 pm e acondicionadas em
vials de 1,5 mL para analises em HPLC (marca Agilent Technologies, modelo
1260 Infinity II), equipado com detector de indice de refragédo (IR) e uma coluna
Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm BIO-RAD). Uma solugéo eluente de H>SO4
(purezaigual a 98%, da marca Merck) de concentragdo 0,005 mol.L™ foi utilizada
a uma vazao de 0,6 mL.minuto, sendo a coluna mantida a uma temperatura de
55°C.

A quantificacdo de acidos graxos volateis (AGV’s) e furfuraldeidos (FF e
HMF) foi realizada sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas, no entanto nesse
caso utilizou-se um detector de UV-Vis (espectros ultravioleta e visivel) operado
em canal duplo, nos comprimentos de onda 210 nm (para acidos organicos) e
274 nm (para aldeidos).

A partir das concentracdes dos compostos hidrolisados, as massas de
celobiose, glicose, acido formico e HMF foram convertidas em glicanas (GLU), e
as massas de xilose, arabinose, acido acético e FF foram convertidas em

arabinoxilanas (ARX), conforme descrito nas equacdes abaixo:

GLU

_ (0,947.C.or. + 0,900.Cyy. + 3,52. Csc. formico + 1,29. Coinr)- (Vf) (ﬁ)

m; Vi
(equacéo 8)
ARX — (0,88.C,;; +0,88.Cupq +0,7. Csc qeeticot 1,38. Crp). Vr) (&)
m; . Vi

(equacéo 9)

Em que: GLU é o teor de glicanas na amostra (g.g'); Cca é a
concentragdo de celobiose (g.L?); Cgi. € a concentracdo de glicose (g.L?);
Cactormico € @ concentracdo de acido férmico (g.L?); Cuwr € a concentracédo de 5-
hidroximetil-2-furfuraldeido (g.L?); ARX é o teor de arabinoxilanas na amostra
(9.9Y); Cxi. € a concentracédo de xilose (g.L?); Caa € a concentragédo de arabinose
(g9.LY); Cac.acetico € @ concentracéo de acido acético (g.L1); Cer é a concentracdo

de 2-furfuraldeido (g.L™); Vi € o volume do baldo volumétrico (0,1 L); Vi é o
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volume do hidrolisado (0,08673 L, segundo Sluiter et al., 2012); e m; € a massa

da amostra (base seca) (cerca de 0,3 g).

No caso das concentracdes de glicanas e arabinoxilanas nos hidrolisados,
as equacoes (8) e (9) foram utilizadas, com a diferenca que o termo Vs, nesse
caso corresponde ao volume de hidrolisado recuperado (Vrec), mi € a massa de
bagaco de malte a ser tratada e a razdo (Vi / Vi) foi substituida por (fd), em que
fd € o fator de diluicdo da amostra, dado pela relacédo entre o volume da solucéo

e o0 volume da amostra.

5.4.6 Teores de compostos fendlicos

As determinacdes dos teores de compostos fendlicos nas fracdes solidas
e liquidas obtidas com pré-tratamento da biomassa nas condicbes de
desejabilidade, em sua maioria produtos da degradacdo da lignina, foram
realizadas segundo modificacdo da metodologia proposta por Rossetti (2007).
Durante a fase de extracdo, aproximadamente 1 grama (em base seca) das
fracOes solidas e 1 mL das fracdes liquidas, foram adicionados em tubos Falcon
de 15 mL em volume, juntamente com respectivamente 10 e 9 mL de acetona
(70% v.v1), e posteriormente submetidos a ultrassonificacdo durante 20 minutos
em um béquer contendo agua liquida e cubos de gelo.

Apoés esse periodo, procedeu-se a etapa de analise, em que os tubos
foram centrifugados a uma velocidade de 3000 rpm durante 10 minutos, sendo
coletado um volume de 50 pL do liquido sobrenadante de cada tudo. Os liquidos
sobrenadantes foram adicionados em tubos de ensaio com tampa, juntamente
com 450 uL de agua deionizada, 1,25 mL de uma solugao de carbonato de sédio
(7% m.vl) e 520 yL do reagente Folin Ciocalteau (solugdo de molibdato,
tungstato e acido fosforico).

Os conteudos dos tubos de ensaio foram conduzidos a agitacdo em um
sistema de vortex durante 5 minutos, sendo os tubos isolados da incidéncia de
luz durante 35 minutos. Apos esse periodo, o contetdo dos tubos foi conduzida
a analise em espectofotdmetro operando com o comprimento de onda de 725
nm. A elaboragdo da curva de calibracdo do espectofotdmetro foi realizada sob

as mesmas condic¢oes, utilizando solu¢gdes com volumes crescentes (20, 60, 80,
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100, 250 e 500 yL) de acido tanico (concentragédo 0,1 g.L!), completando-se o

volume das cubetas até 500 yL com agua destilada.

5.4.7 Balangos de massa

Os balancos de massa utilizados nas caracterizagfes do bagaco extraido

foram realizados de acordo com a seguinte equacao:

BM = GLU+ARX +SIA+ LS+ SI+E
(equacéo 10)
Em que: BM é a soma dos teores dos componentes da biomassa (g.g™);
GLU é o teor de glicanas (g.g™*); ARX é o teor de arabinoxilanas (g.g™t); SIA¢é o
teor de sdlidos insolGveis em acido (g.g?); LS é o teor de lignina soltvel (g.g™2);
Sl é o teor de sélidos inorganicos (cinzas) (g.g?); e E é o teor de extrativos

organicos (g.g%).

No caso dos balancos massicos dos solidos pré-tratados por auto-
hidrolise, na equacéao (10) desconsiderou-se a parcela de extrativos, pelo fato de
durante a auto-hidrélise ocorrer a remocéo dessa parcela da biomassa (RUIZ et
al., 2017). Enquanto no caso dos balancos massicos dos sélidos pré-tratados
nas condicbes de desejabilidade, deconsiderou-se a parcela de extrativos e

considerou-se a parcela de fenais.

5.5 Ensaios de auto-hidrdlise do bagaco de malte

Realizou-se um planejamento experimental Doehlert (modelo quadratico
com trés variaveis) para os ensaios de auto-hidrolise do bagaco de malte,
variando-se o tempo de reacao (t) em cinco niveis entre 15 e 60 minutos, a
temperatura (T) em sete niveis desde 60°C a 180°C, e a razao liquido-solido
(RLS) em trés niveis entre 4 mL.g'ss e 10 mL.g'ss, com 4 replicatas no ponto
central, o que resultou em 16 ensaios. A matriz de planejamento com os valores

decodificados das variaveis pode ser observada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Matriz de planejamento experimental dos ensaios de auto-hidrélise do bagaco de malte.

Ensaios Tempo (nivel) Temperatura (nivel) RLS (nivel)
1 60 (+1,000) 120 (0,000) 7 (0,000)
2 49 (+0,500) 180 (+0,866) 7 (0,000)
3 49 (+0,500) 140 (+0,289) 10 (+0,817)
4 15 (-1,000) 120 (0,000) 7 (0,000)
5 26 (-0,500) 60 (-0,866) 7 (0,000)
6 26 (-0,500) 100 (-0,289) 4 (-0,817)
7 49 (+0,500) 60 (-0,866) 7 (0,000)
8 49 (+0,500) 100 (-0,289) 4 (-0,817)
9 26 (-0,500) 180 (+0,866) 7 (0,000)
10 38 (0,000) 160 (+0,577) 4 (-0,817)
11 26 (-0,500) 140 (+0,289) 10 (+0,817)
12 38 (0,000) 80 (-0,577) 10 (+0,817)
13 38 (0,000) 120 (0,000) 7 (0,000)
14 38 (0,000) 120 (0,000) 7 (0,000)
15 38 (0,000) 120 (0,000) 7 (0,000)
16 38 (0,000) 120 (0,000) 7 (0,000)

Os ensaios de auto-hidrolise foram realizados em reatores cilindricos de
aco, com volume util de aproximadamente 207 mL, contendo em torno de 15
gramas de bagaco in natura (bruto) e um volume de agua destilada variando
entre 60 e 150 mL. Os reatores foram aquecidos em banho termostatico (marca
Marconi) contendo glicerina aquecida nas temperaturas desejadas, e mantidos
durante o tempo estabelecido no planejamento experimental. Posteriormente, 0s
reatores foram resfriados abruptamente em um recipiente contendo gelo em
excesso durante cerca de 30 minutos para parar a reagao.

Apés o processo de auto-hidrélise do bagaco de malte a mistura foi
submetida a filtracdo para separar os solidos pré-tratados do hidrolisado, sendo
o volume recuperado, a massa de solidos e os seus teores de umidade aferidos.
Os solidos pré-tratados foram conduzidos a analise dos teores de cinzas, solidos
insollveis em acido, lignina solavel e teores de carboidratos, de acordo com as
metodologias descritas anteriormente (item 5.4).

Aliguotas das fracdes liquidas resultantes da auto-hidrolise do bagaco
de malte, foram submetidas a centrifugacdo a 12000 rpm durante 12 minutos.
Apods esse periodo, os liquidos sobrenadantes foram filtrados com o auxilio de

uma membrana de nitrato de celulose com poros de tamanhos iguais a 0,45 um,
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e diluidas com agua mili-Q (fator de diluicdo 10 vezes). As solucdes foram
inseridas em vials de 1,5 mL para andlises em HPLC, para a quantificacdo das
concentracfes de agucares, acidos organicos e aldeidos conforme metodologia
descrita anteriormente (item 5.3). O restante dos hidrolisados e dos sélidos pré-
tratados foram armazenados a 0°C para analises posteriores. Vale ressaltar que,
apos a auto-hidrélise do bagaco de malte foram avaliadas variaveis-resposta
relacionadas ao pré-tratamento, de modo a determinar as melhores condicdes
de auto-hidrdlise a partir do planejamento experimental. Uma vez definidas estas
condicdes, avaliou-se o efeito do pré-tratamento térmico em duas etapas sobre
os rendimentos de biogas e hidrdlise enzimética, comparativamente ao processo

de tratamento em uma Unica etapa.

5.6 Hidrolise enziméatica dos sdlidos pré-tratados

Aliquotas dos solidos pré-tratados por auto-hidrolise foram separadas
para a realizacdo de ensaios de hidrélise enzimatica, utilizando uma carga
enzimatica de 10 FPU.g'ss segundo metodologia proposta por Lima (2018).
Nesse caso, um coquetel foi preparado a partir das enzimas Cellic® CTec 2 e
Cellic® Htec 2 (Novozymes), misturadas na proporcdo volumétrica de 85% e
15% (coquetel 85:15). O coquetel de atividade enzimatica originalmente igual a
264,3 FPU.mL?, foi diluido a fim de se obter uma solugéo de atividade enzimatica
igual a 2,5 FPU.mL™.

Massas de solidos pré-tratados de cerca de um grama (base seca) foram
inseridas em erlenmeyers de 25 mL, sendo adicionado aos frascos um volume
de 4 mL do coquetel enzimatico, volumes de uma solugcdo tamponante de citrato
de sédio (0,05 mol.L ) e de uma solucéo de azida sédica (0,02% m.vt) também
foram adicionados aos frascos, sendo o restante do volume completado com
agua destilada para manter uma razéo liquido-sélido de 10 mL.g™.

Posteriormente, os frascos foram vedados contra vazamento de material
e incubados a 50°C durante 72 horas, sendo mantidos sob uma rotacdo de 150
rpm em uma incubadora com agitacao orbital, da marca Marconi (modelo MA-
830), durante o periodo de 72 horas. Apds esse periodo os frascos foram

subitamente resfriados em um recipiente contendo gelo em excesso, sendo
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mantidos nessa condigdo durante cerca de 30 minutos a fim de encerrar as
reagOes envolvidas na hidrolise enzimatica dos soélidos pré-tratados.

Feito isso, as amostras foram submetidas a centrifugagdo durante 15
minutos sob uma velocidade de rotagéo de 12000 rpm, em tubos Eppendorf com
volume de 3 mL. Apés esse periodo, os liquidos sobrenadantes foram filtrados,
a partir de uma membrana de nitrato de celulose com poros de tamanhos iguais
a 0,45 pum. Esses volumes filtrados foram devidamente diluidos e
acondicionados em vials de 1,5 mL para a analise de agicares monoméricos em
HPLC, de acordo com a metodologia descrita anteriormente (item 5.4.5). Nesse
caso, utilizou-se volumes de 100 pL de hidrolisado enzimatico completando o
volume do vial com 900 uL de agua milli-Q (ultrapura), ou seja, utilizou-se uma
diluicéo de 10 vezes.

Os rendimentos da hidrdlise enzimatica em termos da recuperacéo de

glicose, foram calculados a partir da seguinte equacao:

RHE = (M) 100
GLUspr/

(equacéo 11)
Em que: RHE é o rendimento da hidrdélise enzimatica em termos de glicose
hidrolisada (%); mgii. € a massa de glicose solubilizada no hidrolisado enzimatico

(9); e GLUspT € a massa de glicanas nos solidos pré-tratados (Q).
5.7 Definicdo das variaveis-resposta e condi¢cdes de desejabilidade

A otimizacao do pré-tratamento por auto-hidrélise do bagaco de malte foi
realizada preconizando a producéo de biogas a partir do hidrolisado gerado e a
producéo de etanol a partir da fracdo solida pré-tratada. Para isso, realizou-se a
avaliacdo de algumas variaveis-resposta (y) para ajustar uma funcdo matematica
gue descreva o comportamento das mesmas, de acordo com 0s niveis das
variaveis independentes do planejamento experimental (NOVAES et al., 2017).

As variaveis-resposta escolhidas na otimizacdo da auto-hidrolise foram a
perda de massa (PM), a remocao de glicanas (RG), a remocéo de arabinoxilanas
(RX), a remocgdo de sdlidos insoluveis em &cido (RSIA), a concentragdo de

acucares monoméricos no hidrolisado (CAH) e o rendimento da hidrolise
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enzimatica dos sélidos pré-tratados (RHE), de modo que os modelos preditivos
para as variaveis-resposta foram dados pela seguinte equacao genérica:

Var = by + by.t + by.t? + b3.. T + b,y.T? + bs. RLS + bg. RLS? + b,.t.T + bg.t.RLS + by.T.RLS
(equacéo 12)
Em que: Var é o valor previsto da variavel-resposta; b; sdo os coeficientes
de regressao para as variaveis dependentes; t € o tempo (minutos); T é a
temperatura (°C); e RLS é a razéo liquido-sélido (mL.g™).

A partir dos modelos obtidos para as variaveis-resposta, utilizou-se a
ferramenta de desejabilidade do software Statistica® (Statsoft Inc, verséo 10.0)
para estimar as condi¢bes do pré-tratamento mais adequadas a producéao de
biogas e a producio de etanol. E valido ressaltar que outros autores (BAETA et
al., 2016; SANTOS et al.,2018) ja utilizaram a desejabilidade como ferramenta
preditiva de condi¢des de pré-tratamento ideais a obtencéo de bio-produtos.

Essa ferramenta estatistica objetiva prever os valores das variaveis
independentes (tempo, temperatura e RLS) de acordo com os niveis atribuidos
pelo observador a cada variavel dependente. Em outras palavras sdo atribuidos
niveis entre 0 (menos desejavel) e +1 (mais desejavel) as variaveis dependentes
(PM, RG, RX, RSIA, RHE, CAH) e o software prediz as condi¢cdes do preé-
tratamento (cenarios para a producédo de biogas e etanol), atribuindo valores as
variaveis independentes (T, t, RLS).

Conforme pode ser observado na Tabela 5, no cenario estabelecido para
a producao de etanol, utilizou-se como variaveis respostas a perda de massa
(PM), aremocéo de glicanas (RG), aremocao de arabinoxilanas (RX), a remocao
de solidos insoluveis em acido (representados por lignina e proteinas) (RSIA) e
o rendimento da hidrdlise enzimatica (RHE).

Nesse cenario, considerou-se que as leveduras tradicionalmente
utilizadas na industria alcooleira (Saccharomyces cerevisiae) nao utilizam
pentoses (arabinoxilanas) como fontes de acucar (WHITE et al.,, 2008).
Considerou-se também, que a remocéo de glicanas (hexoses) da biomassa néo
€ interessante quando o objetivo do pré-tratamento converge para a producao
de etanol celulésico (SANTOS et al., 2018), Portanto, o nivel da variavel RG

nesse caso, foi estabelecido como minimo (menos desejavel). Além disso,
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assumiu-se nesse cenario, a minima solubilizagdo da biomassa, a fim de
preservar a fragdo solida pré-tratada, ou seja, nesse cenario a variavel PM
também foi estabelecida em seu nivel minimo (menos desejavel).

Considerando que ao alterar a estrutura da biomassa, os pré-tratamentos
solubilizam ou removem parte da hemicelulose e lignina, aumentando a
acessibilidade enzimatica, os niveis das variaveis RX e RSIA foram definidos
como maximos (mais desejaveis). Por fim e ndo menos importante, o nivel da
variavel RHE foi definido como méaximo (mais desejavel), posto que altos
rendimentos na producdo de etanol celulésico dependem de uma alta
solubilizagéo das glicanas da biomassa na forma de glicose, o que foi avaliado
como rendimento da hidrélise enzimética.

Deve-se ressaltar contudo, que nesse cenario priorizou-se a producao de
etanol celulésico a partir da fracdo solida pré-tratada. Nesse caso, 0s
rendimentos da hidrolise enzimatica foram avaliados no processo decisorio
acerca da utilizacdo ou ndo de um pré-tratamento hidrotérmico preliminar de
baixa severidade. Ou seja, os rendimentos da hidrdlise enzimatica em termos de
glicose foram comparados entre 0s cenarios da biomassa bruta e da biomassa
lavada. Uma vez definida a melhor condicéo, o hidrolisado resultante do pre-
tratamento foi utilizado para a producéo de biogas, integrando nesse canario a
producéo de etanol celuldsico e biogas.

Por sua vez, nos cenarios estabelecidos para a producédo de biogas a
partir da fracdo liquida resultante do pré-tratatamento, as variaveis-resposta
escolhidas foram a perda de massa (PM), a remocao de glicanas (RG), a
remocao de arabinoxilanas (RX), a concentracdo de aclcares monomeéricos no
hidrolisado (CAH), sendo todas elas estabelecidas em seus niveis maximos.

Tal pressuposto € valido uma vez que se considera que condi¢cdes mais
favoraveis para a producédo de biogas sejam aquelas em que se obtenha a maior
solubilizacdo da biomassa e a maior quantidade de acucares no hidrolisado,
posto que os mesmos serdo utilizados como substrato pela microbiota durante a
digestdo anaerdbia. Além destas variaveis, a remocao de solidos insolaveis em
acido (RSIA) também foi considerada para comparar duas condicbes para a
producéo de biogés.

Dessa forma, dois cenarios foram estabelecidos para producdo de

biogas, diferindo entre si apenas no nivel da varidvel remocdo de sdlidos
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insollveis em acido (RSIA). No primeiro cendrio para a producdo de biogas
(DB1) considerou-se como desejavel um hidrolisado com baixo teor de lignina,
ou seja, uma baixa remocao de sélidos insollveis em acido. No segundo cenario
(DB2), considerou-se o nivel da variavel RSIA como maximo (mais desejavel). A
motivacao para comparar cenarios com baixos e altos teores de lignina deve-se
ao fato de alguns autores afirmarem que os produtos de degradacgéo da lignina,
em sua maioria compostos aroméaticos e fendlicos, apresentam alta toxicidade
ao consorcio microbiano, afetando a divisdo celular e a permeabilidade seletiva
da membrana celular destes organismos, contribuindo negativamente para
producio de biogas (BAETA, 2016).

Para os dois cenarios estabelecidos (DB1 e DB2), avaliou-se o impacto
da adicao do pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade como etapa prévia
ao tratamento por auto-hidrolise, sobre a producédo de biogas e etanol. Para
tanto, avaliou-se a insercdo ou ndo de uma etapa de lavagem do bagaco de
malte antes das condi¢des DB1 e DB2, originando as condi¢gdes DB1L e DB2L,
conforme pode ser visto na Tabela 5.

Ressalta-se que os sdlidos pré-tratados nos cenarios para a producao de
biogas, foram submetidos a hidrélise enzimatica a fim de avaliar a producéo de
acucares fermentesciveis (hexoses) e fomentar a producéo de etanol celuldsico.
Porém nesse caso, orientou-se pela escolha do coquetel enzimatico e da fracéo
bruta ou lavada, de acordo com os melhores resultados apontados no cenario

para a producéo de etanol (DE ou DEL).

Tabela 5 — Condicdes dos cenarios estabelecidos para a producao de biogas e etanol.

Niveis das variaveis-resposta Tratamento

Cenarios  pp RG RX RSIA  CAH RHE sg\?eEﬁjgge
DB1 +1 +1 +1 0 +1 Né&o
DB1L +1 +1 +1 0 AFdL a Sim
DB2 +1 +1 +1 +1 +1 Néo
DB2L +1 +1 +1 +1 ArdL a Sim
DE 0 0 +1 +1 - +1 Néo
DEL 0 0 +1 +1 -—- ArdL Sim

Uma vez definidos os cenéarios de produgdo de biogas e de etanol, os
sOlidos pré-tratados e os hidrolisados obtidos nessas condi¢cdes foram

submetidos a caracterizacdo, conforme descrito no item 5.4. Os hidrolisados
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foram submetidos a hidrdlise acida para a quantificacédo de oligdmeros, segundo
metodologia analoga a descrita no item 5.3, com a diferenca que nesse caso, 0

tempo de reacao foi fixado em 15 minutos.

5.8 Hidrdlise enziméatica do sdlidos pré-tratados nas condi¢cBes de
desejabilidade

Os soOlidos pré-tratados por auto-hidrélise nas condigcbes de
desejabilidade para etanol (DE e DEL) foram submetidos a hidrélise enzimética,
de acordo com a mesma metodologia descrita no item 5.6. Porém, nesse caso
foram utilizadas as cargas enzimaticas de 10 FPU.g?, 25 FPU.g! e 50 FPU.g!,
a fim de se avaliar o efeito da carga enzimatica sobre o rendimento em termos
de glicose recuperada. Ressalta-se portanto que, o coquetel 85:15, cuja
atividade enzimatica originalmente de 264,3 FPU.mL! foi diluido distintamente
para as diversas cargas enzimaticas, fornecendo solucdes de atividade
enzimatica iguais a 2,5 FPU.mL, 6,25 FPU.mL? e 12,5 FPU.mL™.

No cenario para a producao de etanol, comparou-se os resultados obtidos
com o coquetel 85:15 com um segundo coquetel preparado a partir das mesmas
enzimas Cellic® CTec 2 e Cellic® Htec 2 (Novozymes), porém, nesse caso,
misturadas na proporcao volumétrica de 1:1 (coquetel 50:50). Nesse caso, 0
coquetel, de atividade enzimatica orginalmente igual a 208,4 FPU.mL?, foi
diluido distintamente para as cargas enzimaticas, fornecendo solucdes de
atividades iguais a do coquetel 85:15.

Portanto, no cenario para a producdo de etanol, comparou-se 0s
rendimentos da hidrdlise enzimatica dos sélidos pré-tratados sob dois aspectos.
O primeiro deles foi a influéncia do coquetel enzimatico sobre os rendimentos de
glicose recuperada. Ou seja, nesse cenario avaliou-se qual o coquetel
enzimatico que proporcionou 0s maiores rendimentos em termos de glicose. O
segundo aspecto relaciona-se a adocdo ou ndo de um pré-tratamento de baixa
severidade. Em outras palavras avaliou-se a efetividade do pré-tratamento em
uma ou duas etapas, sobre a acessibilidade enzimatica, traduzida em termos
dos rendimentos de glicose recuperada. Uma vez definidos o melhor coquetel
enzimatico e a adocdo ou ndo do tratamento em duas etapas, os solidos pré-

tratados nos dois cenérios para a producdo de biogas, foram submetidos a
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hidrélise enzimética conforme as condi¢des descritas acima para os coquetéis
85:15 ou 50:50.

5.9 Determinacdo da demanda quimica de oxigénio dos hidrolisados
obtidos nas condicOes de desejabilidade

A determinacdo da demanda quimica de oxigénio (COD) dos hidrolisados
obtidos, foram realizadas segundo metodologia proposta por Ferreira (2013).
Nesse caso utilizou-se 1 mL de amostra, 9 mL de agua destilada, 20 mL da
solucéo digestora e 30 mL da solucao catalitica. Apds a digestdo da amostra, ela
foi submetida a uma etapa de titulagéo utilizando solucéo padronizada de sulfato
ferroso amoniacal (FAS). A demanda quimica de oxigénio (COD) das amostras

liquidas é dada pela seguinte equacéo.

(Vbranco - Vamostra)- 8.N

COD =
Vhidrolisado

(equacéo 13)

Em que: COD é a demanda quimica de oxigénio da amostra (g.mL™);
Vbranco € 0 Volume de FAS gasto na titulacdo do branco (mL); Vamostra € 0 volume
de FAS gasto na titulacdo da amostra (mL); N € a normalidade da solucéo de

FAS (N); € Vhidrolisado € 0 Volume de hidrolisado utilizado (1 mL).

5.10 Determinacéao dos teores de sélidos totais, volateis e inorganicos dos
solidos pré-tratados e hidrolisados obtidos nas condicbes de

desejabilidade

Os teores de sodlidos volateis (SV) nos solidos pré-tratados e nos
hidrolisados obtidos nas condi¢bes de desejabilidade (cenérios), foram obtidos
considerando a diferenca entre os sdlidos totais da amostra e os solidos
inorganicos obtidos apés calcinacdo, segundo metodologia padronizada (APHA,
2005).
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5.11 Testes para avaliacdo do potencial bioquimico de metano (BMP)

Os teste de BMP (biochemical methane potential) foram realizados
segundo protocolo proposto por Angelidaky et al.(2009). Foram utilizados frascos
reatores de 120 mL, com 50% de volume de trabalho (60 mL de head space) e
concentracdes de solidos totais entre 2% e 5%, dependendo da condi¢éo do pré-
tratamento. Como in6culo utilizou-se uma mistura de esterco bovino recém
coletado e lodo granular de reator UASB concentrado, de tal forma que a mistura
de esterco e lodo continha 50% de sdlidos volateis advinda de cada uma das
partes, conforme metodologia proposta por Lima et al.(2018).

Aliquotas de 6 mL dos hidrolisados obtidos foram utilizadas como
substratos na digestdo anaerobia. Utilizou-se em todos os testes uma relacéo
alimento-microrganismo (substrato-inculo) igual a 0,4 gcon.gtsv. Uma solucéo
nutriente contendo macro e micronutrientes foi preparada segundo protocolo
proposto por Baéta et al.(2016a), para manter o pH entre 6 e 8 e arelagdo C:N:P
proxima das condi¢des ideiais para a digestdo anaerdbia (300:5:1). Uma amostra
testemunha (branco) foi utilizada para avaliar a producéo de biogas a partir da
digestdo anaerdbia da matéria organica do inéculo, de modo que a composicao
do frasco reator nesse caso, difere das demais replicatas por ndo possuirem
substrato. Ou seja, o0 volume de 6mL de agua destilada foi utilizado nesse caso,
em substituicdo ao hidrolisado. Assim, a producédo volumétrica de biogas em
cada replicata do teste de BMP foi calculada subtraindo-se a producéo
volumeétrica da amostra testemunha. Os frascos reatores foram incubados a
35°C, sob uma velocidade de agitacdo de 180 rpm em shaker orbital da marca
Solab Cientifica (modelo SL 221) durante o periodo de 46 dias.

O monitoramento da producdo de biogas foi realizado medindo-se as
pressfes acumuladas nos frascos reatores, com auxilio de um manbémetro
diferencial da marca CCE, capaz de medir pressdes em uma faixa de presséo
de 0 a 5 atm. Posteriormente, as concentracbes de CH4 e Hz no biogas foram
estimadas injetando 1 mL de biogas em um cromatografo de fase gasosa da
marca Shimadzu (modelo CG-2014), equipado com um detector de
condutividade térmica em uma temperatura de 120°C, equipado com uma coluna
capilar de peneira molecular (5A) da marca Restek, preenchida com fase

estacionaria Msieve 5A, trabalhando a uma temperatura 120°C usando
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nitrogénio 5.0 como gas de arraste, em velocidade linear de 23,8 mL min't. Os
resultados das aréas das amostras foram comparados com a area obtida com
uma mistura padrédo de fragdo molar conhecida. O volume de gés foi calculado
nas condi¢cdes normais de temperatura e pressédo (CNTP), utilizando os dados
de presséo e composicao do biogas medidos.

AplGs a realizacdo dos testes de BMP, utilizou-se o software R para
realizar o teste de Shapiro-Wilk, a fim de avaliar se as producdes especificas de
CHs possuem uma distribuicdo normal. Em caso negativo, procedeu-se a
transformagédo dos dados utilizando o inverso do valor, a raiz quadrada ou o
logaritmo neperiano para posterior avaliagdo de normalidade dos dados
transformados. Procedeu-se o teste t de Student (dados normais) ou o teste U
de Mann-Whitney (dados ndo-normais), para avaliar se as diferencas entre as
producdes medias de CH4 foram significativas. Ambos casos, comparou-se as
producdes dos testes de BMP com as FL-TBS1 e FL-TBS2, com as FL-DB1 e
FL-DBI1L, e com as FL-DB2 e FL-DB2L.

Em um segundo instante, um delineamento inteiramente casualizado foi
utilizado, de tal forma que as producdes especificas de CH4 foram avaliadas
segundo o cenario estabelecido. Nesse caso, utilizou-se o o software R para
realizar o teste de Shapiro-Wilk a fim de avaliar a normalidade das producdes de
CHs de todas as condi¢cdes mencionadas (TBS1, TBS2, DB1, DB1L, DB2, DB2L,
DEL). Em caso negativo, procedeu-se a transformacdo dos dados conforme
referenciado anteriormente e avaliou-se a normalidade dos dados
transformados. Posteriormente, utilizou-se os testes de Bartlett (dados normais)
ou Fligner-Killeen (dados nao-normais) para avaliar a homocedasticidade dos
dados, ou seja a homogeneidade das variancias.

Confirmadas a normalidade e homocedasticidade dos dados, utilizou-se
o teste F a partir da andlise de variancia (ANOVA), a fim de avaliar se existem
diferencas significativas entre o0s cenarios, com relacdo as producdes
especificas de CHa4. Posteriormente, seguiu-se o teste de Tukey para confirmar
os resultados da ANOVA. Caso os dados ndo possuam normalidade e/ou
homocedasticidade, procedeu-se o teste de Kruskal-Wallis, para avaliar se os

cenarios diferem entre si significativamente.
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5.12 Andlise da biodegradabilidade anaer6bia dos substratos

ApoOs a etapa de monitoramento dos testes de BMP, os fracos reatores
foram abertos e tiveram amostras coletadas para analise de COD, as quais foram
realizadas de acordo com descrito no item 5.9 deste documento. Posteriormente,
aliquotas das amostras foram filtradas com o auxilio de filtros com tamanho de
poros de 0.45 um e adicionadas em vials de 1,5 mL, para serem analisados em
HPLC, de acordo com a metodologia descrita no item 5.4.5 desse documento, a
fim de avaliar a presenca de acidos graxos volateis (AGV’s).

Apos a andlise de AGV’s, CODefiuente € producdo de biogéas foi possivel
realizar um balango de massa em termos de COD, e determinar qual a
guantidade de COD alimentada foi convertida em CODcna4. Tal calculo teve como
objetivo determinar a biodegradabilidade do sistema em termos de rendimento
de metano. Para tanto considerou-se que nas condi¢cées normais de temperatura
(273,15K) e presséo (1 bar) o rendimento tedrico de CH4 € de 354,6 NmL por

grama de COD do substrato adicionado ao teste.

5.13 Andlise da cinética da producdo de metano

Os estudos cinéticos das producdes de metano séo validos para transpor
0s resultados experimentais para uma escala industrial, a fim de subsidiar o
dimensionamento de uma instalacdo produtiva de biogas (SCHMIDELL et al.,
2001). Os parametros cinéticos relacionados a producdo de biogas foram
determinados segundo os modelos cinéticos de primeira ordem (equacao 14) e
de Gompertz modificado (equacdo 15), de acordo com a proposicdo apontada

por Zwietering et al.(1990).

P = P,.(1—efat)
(equacéo 14)
Em que: P é a producédo acumulada de CH4 (NmL.g*cop) no tempo t; Po é
a produgdo méaxima de CH4 (NmL.gcop); e € o nimero de Euler (2,71828); ki é
a constante cinética de primeira ordem da producéo de CHa (dial); e t é o tempo
(dias).
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[Emeooly

P = Py.e”®
(equacéo 15)

Em que: P é a produgdo acumulada de CH4 (NmL.g'cop) no tempo t; Po é
a producéo maxima de CH4 (NmL.gcop); € € o nimero de Euler (2,71828); um é
ataxa maxima de producéo (NmL. g*cop.dia?); A é a fase lag (dias); e t é o tempo
(dias).

O ajuste dos modelos aos dados experimentais foram realizados
avaliando algumas funcgdes de erro, tais como, os coeficientes de determinacéo
(R?) entre os valores experimentais e os valores previstos pelos modelos, os
erros quadraticos médios (RMSE), os erros quadraticos médios normalizados
(NRMSE) e os critérios de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1992; MOTULSKY e
CHRISTAPOULOQOS, 2003), de tal forma que:

P 2
i=1
i=n(Yi,observado - Yi,estimado)

2
Z(Yi,observado - Ymédio)

R>?=1-

(equacéo 16)

. 2
=1
RMSE = \/ izn(Yi,observado B Yi,estimado)
n

(equacéo 17)

RMSE

NRMSE = [( ].100

Yméximo - le’nimo)

(equacéo 18)
SS
AIC = n.ln(?> + 2.k

(equacéo 19)

Em que: Yi, observado € 0 valor da producéo especifica de CH4 observado no
tempo i; Y, estimado € O valor da producéo especifica de CH4 estimado no tempo i;
Ymeédio € @ média dos valores de producao especifica de CHa4 observados; n é o
namero de medicBes realizadas durante o experimento; Ymaximo € @ maxima
producéo especifica de CH4 observada; Yminimo € @ minima producao especifica
de CHs observada; SS é a soma dos quadrados dos residuos; e k € o numero

de variaveis do modelo.
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Assim, considerou-se que, o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi aquele que apresentou os maiores valores de coeficiente de
determinacdo (R?) e os menores valores de RMSE, NRMSE e AIC, conforme
proposicéo apontada por LIMA et al.(2018).

5.14 Avaliacédo das eficiéncias energéticas dos pré-tratamentos

As eficiéncias energéticas dos pré-tratamentos nas condicbes de
desejabilidade (cenarios para a producdo de etanol e biogas) foram atestadas
avaliando se a energia térmica recuperada a partir da queima do biogas em um
sistema CHP seria capaz de suprir a energia térmica demandada nos os pré-
tratamentos da biomassa, ndo sendo considerada a energia para o
funcionamento de uma planta de digestdo anaerobia. Portanto, as eficiéncias
energéticas foram definidas de acordo com a seguinte equacéo.

AE = Epiogss — Epr
(equacéo 20)

Em que: AE é o saldo de energia térmica do pré-tratamento (MJ.kg™);
Ebiogas € @ energia térmica recuperada pela queima do CH4 e H2 em um sistema
CHP (MJ.kg?); e Epr € a energia térmica gasta no pré-tratamento da biomassa
(MJ.kg™).

Os termos da equacdo acima podem ser explicitados das seguintes
formas, nos casos da biomassa tratada em um e em dois estagios,

respectivamente, segundo as seguintes equacdes:

Epiogss = ((PBM.AHy,) + (PBH. AH[),)). DQOpy. K- Ticomp - Ttérmica
(equacéo 21)
Epiogss = ((PBM.AHRy,) + (PBH. AH[)).DQOgy. k. krps - Neomb.. Neérmica
(equacéo 22)
Em que: BMP ¢ o potencial bioquimico de metano (Nm3.kg~cop); AH cHa
é a entalpia da combustédo do CH4 (34,5 MJ.Nm3); PBH é o potencial bioquimico
de hidrogénio (Nm3kg?cop); AH%. é a entalpia da combustdo do H, (10,8

MJ.Nm3); CODg. é a demanda quimica da fracédo liquida resultante do pré-
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tratamento (kgcoo.L™); k é a relacdo entre o volume de hidrolisado recuperado e
a massa de entrada de biomassa no reator de hidrélise térmica (em base seca)
(L.kg™?); kres é a relacdo entre a massa de sélidos de entrada na autohidrélise e
a massa de entrada no tratamento de baixa severidade (em base seca) (no caso,
0,748 kg.kg™), no caso das condicdes de pré-tratamento de duas etapas; Ncomb.
€ a eficiéncia de combustdo do biogas em motores comerciais, Nirmica € a
eficiéncia de conversao da energia da combustdo do biogas em energia térmica
em um sistema CHP.

Segundo Cano et al.(2015), a eficiéncia de combustdo em um sistema de
co-geracdo de calor e energia (CHP) é de 0,85, enquanto a eficiéncia de
conversao de energia térmica € de 0,65 e elétrica 0,35.

Assim, a energia elétrica recuperada a partir da queima do biogas, nos
casos da biomassa tratada em um e em dois estagios, respectivamente sao

dadas por:

Eelstrica = ((PBM-AHgHzt) + (PBH-AHI(-)IZ))-DQOFL- k.FC. Neomp.-Netétrica
(equagéao 23)
Eetstrica = ((PBM.AHZy,) + (PBH.AHR,)). DQOgy. k. krps - FC.Ncomp.- Netétrica

(equacéo 24)

Em que: PBM ¢é o potencial bioquimico de metano (Nm3.kg~cop); AH cHa

é a entalpia da combustédo do CH4 (34,5 MJ.Nm3); PBH é o potencial bioquimico
de hidrogénio (Nm3.kg'cop); AH%. é a entalpia da combustdo do H; (10,8
MJ.Nm3); CODr. é a demanda quimica da fracdo liquida resultante do pré-
tratamento (kgcoo.L™?); k é a relacéo entre o volume de hidrolisado recuperado e
a massa de biomassa que entra no reator de hidrélise térmica (em base seca)
(L.kg™?); kres é a relacdo entre a massa de sélidos de entrada na autohidrélise e
a massa de entrada no tratamento de baixa severidade (em base seca) (no caso,
0,748 kg.kg'), que deve ser considerado nos caso das condicdes em pré-
tratamentos em duas etapas; FC é o fator de conversao de MJ para kWh (no
caso, 0,28 kWh.MJ?); ncomb. € a eficiéncia de combustdo do biogas em motores
comerciais; nee¢rica € a eficiéncia de conversdo da energia da combustdo do

biogas em energia elétrica em um sistema CHP.
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A energia térmica gasta no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de
malte pode ser obtida pela seguinte expressao:

Epr = (coiom- (Tor — Thiom)) + (Cégua' RLS. (Tpr — Tégua))

(equacéo 25)

Em que: chiom € a calor especifico do bagaco de malte baseado em sua
composicéo (0,003941 MJ.kgt.K1), de acordo com Bochmann et al. (2015); Ter
€ a temperatura do pré-tratamento (K); Twiom € a temperatura da biomassa de
entrada (333,15 K), segundo Bochmann et al. (2015); cagua € 0 calor especifico
da agua (0,0041868 MJ.kgt.K?); RLS é a razao liquido-sélido adotada no pré-
tratamento (kg.kg?); e Tagua € a temperatura da dgua de alimentacgéo (373,15 K).

Na equacdo acima, pode-se fazer a consideracdo de que a agua de
alimentacdo ja chega no reator a uma temperatura de 100°C e no estado de
vapor, uma vez que os gases de combustao final e a agua de resfriamento obtida
a partir do sistema CHP, podem ser utilizadas em um trocador de calor para obter
a agua de alimentacédo nas condicbes de entrada (BAETA et al., 2016a). Uma
analise estatistica dos valores de eficiéncia energética foi realizada conforme

mencionado no item 5.11 deste documento.
5.15 Rotas biotecnoldgicas utilizadas

As metodologias utilizadas nesse estudo baseiam-se na producdo de
biogas a partir das fracdes liquidas obtidas com o tratamento hidrotérmico
hidrotérmico do bagaco de malte, bem como a producdo de acucares
fermentesciveis com a hidrolise enzimatica dos solidos pré-tratados, de acordo

com a seguinte figura 10.
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Figura 10 - Rotas biotecnoldgicas utilizadas neste estudo para o tratamento hidrotérmico
em uma etapa (a); e em duas etapas (b).

a Bagaco de b Bagaco de
( ) malte bruto ( ) malte bruto
Auto-hidrélise Tratamento de baixa severidade
s N Bagaco de Fragdo
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pré-tratados liquida
Hidrélise Teste Auto-hidrélise Teste de
enzimatica de BMP ! BMP
@ @ Solidos pré- Fragéo @
o tratados liquida o,
Aclcares Biogas d Biogas
fermentesciveis @ @
Hidrélise Teste de
enzimatica BMP
Acucares Biogas

fermentesciveis

78



RESULTADOS E DISCUSSAO

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo do bagaco de malte e avaliacdo da remocao de aglUcares
ndo-ligados através do tratamento hidrotérmico de baixa severidade

O bagaco de malte bruto (sem tratamento) utilizado no presente estudo
apresentou uma composi¢cao quimica média de 33,8 £ 1,3 % de glicanas, 20,5 £
1,0 % de arabinoxilanas, 20,7 + 5,1 % de solidos insoltuveis em &cido (lignina e
proteinas), 22,2 + 2,4 % de extrativos, 3,5 = 0,1 % de lignina solavel e 3,3 £ 0,1
% de sélidos inorganicos (cinzas). Por sua vez, o bagaco de malte submetido ao
tratamento hidrotérmico de baixa severidade (lavado) durante 30 minutos,
apresentou uma composicao média de 34,7 + 3,4 % de glicanas, 28,1 + 2,0 %
de arabinoxilanas, 11,7 + 0,9 % de sodlidos insoluveis em acido (SIA’s), 13,7 £
1,2 % de extrativos, 4,7 £ 0,1 % de lignina soltuvel e 3,5 £ 0,2 % de cinzas.

Os resultados de uma forma geral mostram que o pré-tratamento
hidrotérmico de baixa severidade proporcionou um enriquecimento da fracao
sélida em termos de glicanas, arabinoxilanas, lignina solivel e cinzas, em
detrimento da remocdo de outros componentes, possivelmente proteinas
hidrossoluveis da biomassa identificadas nas formas de SIA’s e extrativos.

Vale ressaltar que o estudo de Paz et al. (2019), revelou que a lavagem
do bagaco de malte a 50°C durante 4 horas proporcionou uma reducdo nos
teores de glicanas, lignina Klason, extrativos e cinzas da fracdo sélida, tendo
havido um enriquecimento apenas em termos de hemicelulose. Nesse caso, 0s
autores realizaram essa lavagem da biomassa para evitar erros analiticos. De
fato, apds o tratamento de baixa severidade, os desvios padrdo dos teores de
SIA’s e extrativos reduziram bastante.

Os teores de glicanas obtidos nas biomassas foram superiores aos
fornecidos por Carvalheiro et al. (2004) (21,9%) e Michelin e Teixeira (2016)
(16,5%), Wilkinson et al. (2016) (23,3%) e Kemppainen et al. (2016) (18,1%),
para o mesmo tipo de biomassa. No entanto, deve-se considerar que o bagaco
de malte utilizado no presente estudo provém de uma microcervejaria local,
enquanto os autores mencionados obtiveram biomassas oriundas de instalagbes
industriais de maior porte. Em relacdo a esse aspecto, a diferengca entre os

maiores valores obtidos neste estudo e 0s observados por outros autores pode
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estar associada a uma maior eficiéncia dos processos de malteacdo e
mosturagdo em instalacdes industriais, comparativamente a uma cervejaria de
pequeno porte, sobretudo com relagdo aos teores de glicanas. Além disso,
outros fatores devem ser levados em consideracao, tais como as caracteristicas
da cevada e a qualidade do malte.

Em termos de arabinoxilanas, os valores obtidos no presente estudo
foram coerentes com aqueles apresentados por Panagiotopoulos et al. (2009),
Kemmpainen et al. (2016), Michelin e Teixeira (2016), Wilkinson et al. (2016) e
Plaza et al. (2017), cujos teores massicos percentuais estiveram entre 19,3% e
25,6% para o0 mesmo tipo de biomassa. Vale salientar que Rojas-Chamorro et
al. (2017) e Qin et al. (2018) verificaram quantidades traco de galactanas e
mananas, enquanto Kemppainen et al. (2016) detectaram além desses
acucares, tracos de raminanas no bagaco de malte.

Os teores percentuais médios dos componentes do bagaco de malte bruto
(BB) e do bagaco lavado por 30 minutos (BL), encontram-se indicados na Figura
11. Em geral os balancos massicos apresentaram bons resultados, com valores

entre 96,4% (biomassa lavada) e 104% (biomassa bruta).

Figura 11: Teores dos componentes das biomassas bruta e lavada.
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O pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade proporcionou valores
de perda de massa (PM) entre 25,2 + 2,7% e 28,8 + 1,9 %, dependendo do tempo
de reacao utilizado, tendo ocorrido uma relacdo direta de proporcionalidade entre
a PM e o tempo de reagdo, conforme pode ser visto na Tabela 6. No entanto, é

valido ressaltar que tais diferengas foram consideradas baixas, mostrando que
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0s compostos livres presentes na superficie do bagaco de malte sdo removidos
na maior parte durante os primeiros trinta minutos de pré-tratamento de baixa

severidade, portanto, o tempo de 30 minutos foi utilizado no restante do trabalho.

Tabela 6 — Perdas de massa e concentracgdes de agiicares monoméricos obtidos com o pré-tratamento
de baixa severidade do bagaco de malte.

Tempo (min) Vrec (ML) PM (%) GLU (g.L Y ARX (g.L™h)
30 275 (2) 25,2 (2,7) 3,322 (1,129) 0,279 (0,140)
45 270 (1) 26,4 (2,3) 3,343 (0,709) 0,349 (0,090)
60 245 (3) 28,8 (1,9) 3,434 (1,284) 0,342 (0,140)

A Tabela 6 mostra que a maior parte dos agicares monoméricos obtidos
com o tratamento de baixa severidade s&o glicanas (celobiose e glicose).
Inclusive, a maior parte dos agucares identificados sdo dimeros de glicose, nesse
caso identificados como celobiose. No entanto, deve-se considerar que a baixa
severidade do pré-tratamento nao é suficiente para degradar celulose, liberando
dimeros de glicose na solucéo.

Assim, acredita-se que a celobiose e a glicose identificadas nos
hidrolisados, sdo decorrentes dos oligbmeros adsorvidos a superficie da
biomassa, sendo remanescentes do processo de mosturacdo. Vale salientar que
o tratamento de baixa severidade, independente do tempo de reacao, ndo foi
capaz de gerar produtos da degradacéo de acucares, tais como FF e HMF. Isso
aponta uma perspectiva promissora para a producao de biogas.

Para compreender o teor total de acucares (mondémeros e oligbmeros) no
hidrolisado do tratamento de baixa severidade, tais fragGes liquidas foram
submetidas a uma hidrolise &cida conforme descrito no item 5.3. O aumento das
concentracfes de acucares monoméricos (glicanas e arabinoxilanas), acidos
férmico, acido acético, FF e HMF ao longo do tempo da hidrdlise acida € um
indicativo de que grande parte dos acucares presentes na fracdo liquida obtida
com o pré-tratamento de baixa severidade (FL-TBS), se encontrava em sua
forma oligomérica, sendo degradados a monémeros, acidos e aldeidos apds
submetidos a uma hidrélise acida.

A Figura 12 indica as concentracdes totais de glicanas e arabinoxilanas
ndo-ligadas do bagaco de malte, removidas com o pré-tratamento hidrotérmico

de baixa severidade a 30, 45 e 60 minutos.
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Figura 12 — Concentracbes de glicanas (a) e arabinoxilanas (b) obtidas com a hidrolise
acida da fracédo liquida do tratamento de baixa severidade (FL-TBS).
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A partir da Figura 12 observa-se que a FL-TBS (0 min, sem hidrélise acida)
possui uma concentracdo de glicanas (hexoses) entre 3,0 e 3,6 g.L! e
arabinoxilanas (pentoses) de 0,4 e 0,6 g.L™. Tais resultados mostram que néo
houve uma diferenca consideravel entre os teores de agicares monomericos na
FL-TBS considerando diferentes tempos de reacao, o que indica que o tempo
nao foi um fator tdo importante para solubilizacdo dos agucares monoméericos e
gue, dentre os tempos de reacdo avaliados, o valor de 30 minutos é suficiente
para remover grande parte dos agucares adsorvidos a superficie da biomassa.

Os baixos valores de severidade aplicados na etapa de lavagem sugerem
gue os acucares removidos durante esse processo nao pertencem a estrutura
da biomassa, pois tais condi¢cdes de pré-tratamento ndo sao suficientes para
promover a hidrélise da celulose e hemicelulose. Isso corrobora a perspectiva de
gue esses acucares podem ser advindos do préprio processo de producédo de
cerveja, possivelmente devido a adsorcao dos acucares contidos no mosto e/ou
pela solubilizacdo de parte dos acgUcares residuais que nao foram utilizados no
processo de mosturacao.

A Figura 12 confirma também, que grande parte dos acUcares presentes
na FL-TBS se encontram na sua forma oligomérica. Apos a hidrolise acida dos
hidrolisados gerados, percebeu-se que as concentracdes de glicanas
aumentaram para uma faixa entre 16,5 a 19,5 g.L!, o que corresponde a
aproximadamente 600% de aumento no conteddo de glicanas em relacéo a FL-
TBS nado submetida a hidrélise acida (0 min). Para as arabinoxilanas a faixa de
concentracéo obtida apds a hidrélise acida encontrou-se entre 3,4 e 3,9 g.L %, o
gue representa um aumento de aproximadamente 850% em relacao ao teor de

arabinoxilanas identificados inicialmente.
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O aumento consideravel nas concentracfes dos acucares monoméricos
apos a hidrolise 4cida, confirma que a maior parte desses acucares solubilizados
durante o pré-tratamento de baixa severidade a 80°C, estdo presentes na forma
oligomérica. Pois, durante a hidrélise acida ocorrem a clivagem de cadeias
oligoméricas e a desidratacdo de acglUcares monomeéricos, na forma de
monbémeros, acidos organicos e furfuraldeidos. Os resultados mostram que o
teor de agucares na FL-TBS é elevado, o que indica o seu potencial para a
geracao de biogas a partir da digestao anaerébia.

Metodologia analoga foi utilizada por Carvalheiro et al. (2004) para
guantificar o teor de xilo-oligossacarideos nos hidrolisados obtidos apés a auto-
hidrélise do bagaco de malte entre as temperaturas de 150° e 190°C, utilizando
uma RLS de 8 mL.g, porém os autores utilizaram um tempo de autoclavagem
de até 60 minutos. Os mesmos obtiveram hidrolisados com concentracdes de
xilo-oligossacarideos de 13,9 g.L* (150°C, 180 min), 14,3 g.L* (170°C, 30 min)
e 16,6 g.L (190°C, 5 min), valores esses bem inferiores as concentragdes de
glico-oligbmeros obtidas com a lavagem do bagaco de malte. Aléem disso, Paz et
al. (2019) obtiveram um hidrolisado com um teor de 3,71 g.L! de maltose ao
submeterem o bagaco de malte em agua a 50°C durante 4 horas, sob uma
velocidade de agitacdo de 160 rpm. Tais resultados confirmam que o bagaco de
malte possui uma grande quantidade de acucares nao-ligados adsorvidos a
superficie da biomassa, que sdo remanescentes do processo de mosturacao.

Com relacéo ao pré-tratamento por auto-hidrélise (AH) a presenca destes
acucares superficiais ndo-ligados pode ser um fator negativo. Como tais
aclcares se encontram em uma forma mais disponivel, parte da energia
fornecida ao sistema durante o pré-tratamento por AH pode ser destinada para
as reacbes de desidratacdo dos acucares mais disponiveis a HMF e FF,
respectivamente, aumentando a concentracdo de tais compostos no meio.

A presenca de HMF e FF em altas quantidades pode influenciar na
producédo de biogas a partir da fracdo liquida gerada apds o pré-tratamento por
AH, devido a toxicidade que esses compostos exercem sobre a microbiota. Ou
ainda, dificultar a acessibilidade das enzimas durante a hidrélise enziméatica (HE)
da fracdo solida pré-tratada, devido a efeitos de adsorcdo improdutiva e
hidrofobicidade. Diante disso, avaliou-se o efeito da utilizacdo de um pré-

tratamento térmico em duas etapas (80°C durante 30 min seguido do pré-
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tratamento por auto hidrélise), sobre a producdo de biogds e sobre os
rendimentos da hidrélise enzimatica.

E valido ressaltar que, a maior parte dos trabalhos que utilizam o pré-
tratamento por auto-hidrélise (AH) do bagaco de malte, considera o processo em
uma Unica etapa. Assim, para avaliar o efeito da adicdo da etapa de lavagem a
80°C e 30 min, as melhores condicbes do pré-tratamento (condi¢cdes de
desejabilidade) foram repetidas, adicionando uma etapa de lavagem
anteriormente a AH, sendo os resultados de rendimento comparados.

6.2 Auto-hidrélise do bagaco de malte

Em geral, as fracdes solidas pré-tratadas apresentaram bons resultados
de balancos de massa, com valores entre 91% e 106,8% conforme pode ser visto

na Tabela 7.

Tabela 7 — Balancos massicos dos sélidos pré-tratados por auto-hidroélise.

Ensaio GLU (%) ARX (%) SIA (%) LS (%) SI (%) Soma (%)
1 41,0(1,2) 14,6(0,5) 30,9(5,1) 5,2(0,1) 3,5(0,2) 95,2
2 36,3(1,7) 9,5(0,8) 53,0(0,8) 3,0(0,1) 2,0(0,3) 103,8
3 35,9(2,2) 18,6(1,6) 36,8(3,0) 4,3(0,2) 3,2(0,2) 98,8
4 34,8(1,2) 19,7(1,3) 29,5(2,7) 4,4(0,1) 3,1(0,1) 91,5
> 433(1,5  19,0(1,1)  357(0,9) 4,4(0,1) 3,3(0,1) 105,7
6 41,5(1,2) 18,7(0,8) 27,6(5,7) 4,2(0,1) 3,0(0,2) 95,0
7 41,1(0,6)  16,4(05)  40,8(6,3) 4,0(0,1) 3,000,1) 1053
8 38,9(0,8) 18,1(0,7) 35,4(5,4) 4,2(0,1) 3,3(0,1) 99,9
9 37,3(0,7) 16,9(0,2)  45,0(6,0) 3,8(0,3) 2,1(0,4) 105,1
10 37,5(1,0) 16,8(0,8) 33,3(4,2) 4,2(0,1) 2,7(0,3) 94,5
11 31,9(1,1)  223(1,0)  44,9(6,1) 4,9(0,1) 2,8(0,2) 106,8
12 38,2(1,0) 18,0(0,8) 33,9(0,8) 4,5(0,2) 3,5(0,3) 98,1
13 34,9(0,8) 19,6(1,1) 30,8(6,2) 4,2(0,1) 2,6(0,4) 92,1
14 36,0(1,0) 18,1(0,4) 30,4(4,7) 4,4(0,3) 3,4(0,3) 92,3
15 343(15)  181(12)  32,0(32) 4,3(0,1) 3,2(0.1) 91,9
16 35,8(0,5)  18,8(08)  29,3(5,4) 3,7(0,1) 3,4(0,2) 91,0

Carvalheiro et al.(2004) realizaram experimentos de auto-hidrélise do
bagaco de malte, variando o tempo de reacao entre 0 e 420 minutos em um
reator do tipo Parr, utilizando uma rotagao de 150 rpm, temperaturas de 150°C,

170°C e 190°C e razdes liquido-soélido de 8 mL.g. Os autores obtiveram sélidos
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pré-tratados contendo entre 19,6% e 29,2% de glicanas, 4,41% a 32,04% de
arabinoxilanas e 28,16% a 60,12% de lignina Klason, utilizando uma matéria-
prima contendo inicilamente 21,9% de glicanas, 29,6% de arabinoxilanas e
21,7% de lignina Klason. Michelin e Teixeira (2016) também realizaram a auto-
hidrélise do bagacgo de malte em um reator do tipo Parr, utilizando a temperatura
de 190°C e o tempo de reacao de 30 minutos. Os autores obtiveram sélidos pré-
tratados contendo 26,55% de glicanas, 10,25% de arabinoxilanas e 32,6% de
lignina Klason, utilizando uma matéria-prima contendo inicialmente 16,5% de
glicanas, 25,55% de arabinoxilanas e 20,4% de lignina Klason.

As fracOes solidas pré-tratadas obtidas no presente estudo apresentaram
valores de glicanas de 31,9% a 43,3%, e de arabinoxilanas entre 9,5% e 19,8%.
Para algumas condi¢cdes de pré-tratamento a fracao solida obtida foi enriquecida
em até 10% no seu teor de glicanas inicial, valores proximos dos apresentados
por Carvalheiro et al.(2004) e Michelin e Teixeira (2016).

Os resultados obtidos com relagdo a composicdo dos hidrolisados
gerados apoés os pré-tratamentos hidrotérmicos por AH do bagaco de malte,
encontram-se apresentados na Tabela 8. Embora tenham sido identificadas
decrescentes concentracbes de celobiose e crescentes concentracdes de
glicose com o aumento da severidade do pré-tratamento, acredita-se que as
magnitudes das concentracdes de celobiose, sobretudo nos ensaios de menor
severidade, revelam que tais dimeros de glicose podem ser advindos da
clivagem de oligdbmeros nédo-ligados da biomassa. Enquanto o aumento das
concentragfes de glicose podem ser advindos da clivagem desses dimeros de
glicose e glico-oligbmeros.

Carvalheiro et al. (2004) analisaram as composi¢des dos hidrolisados
gerados durante o tratamento do bagaco de malte por auto-hidrélise e
diagnosticaram que a concentracdo de 2-furfuraldeido (FF) aumentou
proporcionalmente ao tempo de reacdo. Os autores observaram que a formagéo
de 5-hidroximetil-2-furfuraldeido (HMF) foi detectada apenas em baixas
concentracdes, valor maximo de 0,39 g.L. De fato, nos ensaios 2 (180°C, 49
minutos, 7 mL.g), 9 (180°C, 26 minutos, 7 mL.g!) as concentracdes de FF e
HMF aumentaram proporcionalmente ao tempo de reacgéo, tendo o ensaio 2
gerado um hidrolisado com concentracdo de HMF de 0,27 g.L'. Além destes

ensaios, o HMF foi apenas detectado no ensaio 10 (160°C, 38 min, 4 mL.g™?).
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Vale salientar que o limite de detecc¢éo utilizado nas analise em HPLC para estes
compostos foi de 5 mg.L™2.

Tabela 8 — Concentragbes médias (g.L?) dos aglcares monoméricos, &acidos organicos e
furfuraldeidos nos hidrolisados resultantes da auto-hidrélise do bagago de malte.

Ensaio cel. gli. xil. ara. AF. AA. HMF FF
1 2,59 0,34 0,03 0,09 0,14 0,53 0,00 0,00
(0,53) (0,02) (0,01) (0,02) (0,01) (0,01) (0,00) (0,00)

2 0,88 0,59 0,58 0,82 7,77 0,97 0,10 0,27
(0,02) (0,01) (0,03) (0,04) (0,02) (0,03) (0,00) (0,00)

3 1,75 0,13 0,03 0,05 0,10 0,33 0,00 0,00
(0,29) (0,01) (0,00) (0,00) (0,01) (0,05) (0,00) (0,00)

4 2,22 0,08 0,02 0,07 0,22 0,46 0,00 0,00
(0,56) (0,00) (0,00) (0,01) (0,04) (0,08) (0,00) (0,00)

5 2,31 0,05 0,08 0,11 0,36 0,32 0,00 0,00
(1,38) (0,00) (0,06) (0,09) (0,15) (0,03) (0,00) (0,00)

6 2,18 0,07 0,03 0,07 0,28 0,27 0,00 0,00
(0,04) (0,02) (0,00) (0,01) (0,10) (0,03) (0,00) (0,00)

7 2,86 0,42 0,05 0,18 0,55 0,29 0,00 0,00
(0,22) (0,50) (0,03) (0,14) (0,03) (0,05) (0,00) (0,00)

8 3,17 0,15 0,06 0,10 0,28 0,52 0,00 0,00
(0,12) (0,06) (0,02) (0,00) (0,10) (0,10) (0,00) (0,00)

9 1,44 0,41 0,21 1,40 2,11 1,04 0,02 0,04
(0,04) (0,00) (0,00) (0,02) (0,06) (0,04) (0,00) (0,00)

10 2,79 0,40 0,21 0,82 0,83 1,37 0,01 0,00
(0,03) (0,08) (0,01) (0,02) (0,04) (0,11) (0,00) (0,00)

11 1,25 0,09 0,03 0,05 0,10 0,33 0,00 0,00
(0,40) (0,01) (0,00) (0,00) (0,00) (0,03) (0,00) (0,00)

12 2,26 0,11 0,05 0,06 0,11 0,44 0,00 0,00
(0,06) (0,01) (0,00) (0,00) (0,07) (0,11) (0,00) (0,00)

13 1,58 0,09 0,03 0,07 0,10 0,63 0,00 0,00
(0,32) (0,00) (0,01) (0,03) (0,02) (0,06) (0,00) (0,00)

14 1,76 0,09 0,02 0,05 0,20 0,35 0,00 0,00
(0,51) (0,00) (0,01) (0,01) (0,01) (0,03) (0,00) (0,00)

15 2,43 0,09 0,04 0,05 0,32 0,64 0,00 0,00
(0,64) (0,00) (0,00) (0,00) (0,08) (0,23) (0,00) (0,00)

16 2,05 0,10 0,03 0,05 0,20 0,57 0,00 0,00

0,02) (0,000 (0,01)  (0,02) (0,02) (0,34 (0,000  (0,00)

6.3 Otimizacdo da auto-hidrolise do bagaco de malte e definicdo de

cenarios para a producéo de biogas e etanol

Os valores das variaveis resposta utilizadas na otimizacdo do pré-
tratamento por auto-hidrélise do bagaco de malte, e que foram utilizadas para a
obtencdo dos cenarios visando a producdo de biogas e producdo de etanol,

encontram-se apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Variaveis-resposta obtidas com a auto-hidrélise do bagaco de malte.

Ensaio  PM (%) RG (%) RX(%) RSIA(%) RHE (%) CAH (gL?

1 21,9 5,3 44,5 13,63 17,0 3,1
2 58,2 56,3 90,8 47,64 18,7 2,9
3 32,4 28,3 38,6 10,89 6,3 2,0
4 9,4 6,7 12,9 4,17 12,7 2,4
5 24,3 3,0 29,9 3,02 12,7 2,5
6 19,8 1,4 26,7 20,62 15,5 2,4
7 31,9 17,2 45,4 0,29 0,5 3,5
8 24,3 13,0 33,0 4,03 14,2 3,5
9 49,0 43,6 50,8 17,70 21,4 3,5
10 31,3 23,7 43,7 17,90 16,5 4,2
11 14,1 19,0 20,9 17,10 21,7 1,4
12 22,1 11,9 31,5 521 14,7 1,2
13 15,0 12,2 18,5 6,10 18,8 1,8
14 15,4 10,0 25,3 7,94 17,9 1,9
15 14,0 12,7 24,1 1,37 13,8 2,6
16 16,9 12,0 23,6 12,65 17,3 2,2

Os efeitos normalizados das variaveis independentes (tempo (t),
temperatura (T) e razéo liquido-sdlido (RLS)) sobre as variaveis dependentes
(PM - perda de massa, RG - remocdo de glicanas, RX - remocao de
arabinoxilanas, RSIA - remocéao de SIA’s, RHE - rendimento hidrolise enzimatica,
CAH - concentracdo de aclUcares monoméricos no hidrolisado), estéo
apresentados nos Diagramas de Pareto da Figura 12.

O Diagrama de Pareto da Figura 13(a) indica que tanto o efeito da variavel
temperatura (T), quanto o efeito dessa variavel elevado a segunda poténcia (T?)
representam a maior parte dos efeitos significativos e positivos sobre a variavel
perda de massa (PM). Ou seja, aproximadamente 80% da modelagem da
variavel PM pode ser representada por um polinbmio de segunda ordem em
termos de T. A variavel tempo (t) também exerce um efeito significativo positivo
sobre a perda de massa, porém com uma menor influéncia sobre o modelo. Isso
coloca a perspectiva de que nos pré-tratamentos por auto-hidrélise do bagaco
de malte, maiores temperaturas e tempos de reacdo sao indicados quando se

deseja obter uma maior solubilizacdo dos constituintes do bagaco de malte.
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Figura 13 — Diagramas de Pareto dos efeitos estimados padronizados das variaveis
independentes sobre as variaveis PM (a), RG (b), RX (c), RSIA (d), RHE (e) e CAH (f).
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Os ensaios de auto-hidrélise 9 e 2 (180°C e 7 mL.g?), cujos tempos de
reacdo foram iguais a 26 e 49 minutos, foram aqueles que proporcionaram as
maiores perdas de massa, respectivamente iguais a 49 e 58,2%. Interessante
ressaltar, que o resultado obtido com o ensaio 2 é analogo a perda de massa
obtida no estudo de Beldman et al.(1986) com o tratamento termoquimico do
bagaco de malte, utilizando NaOH (0,5 N) a 90°C durante 4 horas, cujo valor foi
de 61,6%. No entanto, € valido ressaltar que a solubilizacdo durante o pré-
tratamento por AH ndo necessita de nenhum tipo de reagente quimico, o que
implica em menores custos de operacao e implementacdo do processo quando

comparado aos processos termoquimicos acidos e basicos.
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Comparando os ensaios 11 e 3 (140°C e 10 mL.g™?), percebeu-se que um
incremento no tempo de reacdo de 26 para 49 minutos proporcionou um
aumento de 18,3% nos valores de perda de massa. Porém, comparando 0s
ensaios 6 e 8 (100°C e 4 mL.g™?), percebeu-se que um incremento no tempo de
reacdo de 26 para 49 minutos proporcionou um aumento de apenas 4,5% nos
valores de perda de massa. No caso do ensaio 4, dos experimentos no ponto
central do planejamento experimental e do ensaio 1, cujas temperaturas foram
de 120°C e RLS de 7 mL.g, com tempos de reacdo iguais a 15, 38 e 60 minutos,
respectivamente, os percentuais de perda de massa foram respectivamente
iguais a 9,4%, 15,3% (em média) e 21,9%. Isto mostra que em temperaturas
mais elevadas o efeito do aumento do tempo é mais efetivo na solubilizacédo da
biomassa e no aumento da perda de massa.

Portanto, evidencia-se em todos esses casos que existe uma relacéo
proporcional direta entre o tempo de reacdo e os valores de perda de massa,
considerando os mesmos valores de temperatura e raz&o liquido-solido. Além
disso, evidenciou-se que no caso de dois ensaios realizados coma mesma T e
RLS, a diferenca entre os valores de perda de massa obtidos aumenta com o
incremento do t. Além disso, o efeito positivo da temperatura na perda de massa
pode ser observado comparando os resultados para os ensaios 2 (180°C, 7 ml.g
1e 49 min) e 7 (60°C, 7 ml.g?! e 49 min), os quais diferem-se somente na
temperatura. A condicdo de maior temperatura (ensaio 2) apresentou um valor
de perda de massa 26% maior que o apresentado para condicdo 7. As
superficies de resposta geradas pela modelagem do comportamento da variavel
dependente PM, como uma funcdo das variaveis independentes, podem ser
vistas nas Figuras 14 (a) e 14 (b).

As Figuras 14(a) e 14(b) indicam que quanto maiores os tempos de reacao
da auto-hidrélise do bagaco de malte, tdo menores necessitam ser as
temperaturas para se obter resultados analogos de PM. De fato, os ensaios 3
(140°C, 49 minutos, 10 mL.g%) e 10 (160°C, 38 minutos, 4 mL.g™) apresentaram
valores de perda de massa em torno de 32%, bem como os ensaios 6 (100°C,
26 minutos, 4 mL.g) e 12 (80°C, 38 minutos, 10 mL.g™!) apresentaram valores
de perda de massa em torno de 21%. Interessante observar que o pré-
tratamento hidrotérmico de baixa severidade, realizado a 80°C durante 30

minutos, utilizando uma RLS de 10 mL.g* proporcionou uma perda de massa
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ligeiramente superior (algo em torno de 3%) a perda de massa obtida no ensaio
12, o que possivelmente esta atribuido a agitagdo da mistura durante todo o
tempo de reacdo durante o pré-tratamento de baixa severidade.

Figura 14 — Superficie de resposta gerada pela modelagem computacional da variavel
perda de massa (PM).

Projegéo da superficie de respasta - PM (%) Superficie de resposta - PM (%)
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A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
PM encontra-se no ANEXO 1. O valor do coeficiente de determinacgdo (R?) foi
igual a 0,97109. A equacédo gerada pela modelagem computacional da variavel
PM é dada por:

PM = 152,0187 — 0,4734.t + 0,0010.t? — 1,7143.T + 0,0071.T% — 11,8186.RLS
+ 0,3361.RLS? + 0,0005.t.T + 0,0992.t.RLS + 0,0251.T.RLS
(equacéo 25)
O Diagrama de Pareto da Figura 13(b) indica que os efeitos da
temperatura (T) e desta varidvel a segunda poténcia (T?) correspondem a 73,5%
dos efeitos positivos significativos sobre a variavel dependente remocdo de
glicanas (RG). A variavel tempo (t) e razéo liquido-sélido (RLS) também exercem
efeitos positivos significativo sobre a RG, representando cerca de 20% dos
efeitos significativos positivos do modelo. Isso indica que, diferentemente da
perda de massa, a RLS é uma variavel independente que deve ser considerada
durante a remocdo de glicanas da biomassa, de modo que um aumento da
relacéo liquido-sdlido provoca uma maior remocao de hexoses. Além disso, 0
efeito significativo negativo da variavel t? indica que a medida que o tempo de
reacao é incrementado pode ocorrer uma reducéo nos valores de RG.
Analogamente ao caso anterior, os maiores valores de remocao de

glicanas da biomassa foram aqueles obtidos nos ensaios 2 e 9, muito embora o
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incremento na remogéo de glicanas (12,7%) tenha sido ligeiramente maior do
gue o incremento na PM (9,2%) quando o tempo de reagcdo aumentou de 26 para
49 minutos. Interessante ressaltar o resultado obtido com o ensaio 12 (80°C, 38
minutos e 10 mL.g%), cuja remocéo de glicanas foi de 11,9%.

Tal ensaio assemelha-se em condicbes operacionais com 0 pré-
tratamento hidrotérmico de baixa severidade, que difere apenas pelo tempo de
30 minutos e pela agitagdo da mistura durante todo o tempo de reacédo. Nesse
ultimo caso, a remocéao de glicanas da biomassa foi de 23,2%, o que indica que
mesmo utilizando um tempo inferior ao do ensaio de auto-hidrélise, a agitacédo
da mistura durante o tempo de reacdo na etapa de pré-tratamento de baixa
severidade foi capaz de provocar um incremento de 11,3% na remocéo de
glicanas.

As Figuras 15(a), 15(b) indicam que a modelagem da variavel RG em
funcdo da temperatura e do tempo apresenta um ponto de maximo em torno de
50 minutos, expresso pelo ponto de cela do paraboloide hiperbdlico da superficie
de resposta gerada. Isso pode ser confirmado a partir da analise das figuras
15(e) e 15(f), que indicam que diferentemente da PM, existe uma magnitude de
tempo em que os valores de RG tornam-se decrescentes, 0 que ocorre
aparentemente apés os 50 minutos de reacao.

De fato, quando comparados os ensaios realizados no ponto central do
planejamento experimental (120°C e 7 mL.g%, 38 min) e 0 ensaio 1 (120°C e 7
mL.g?%, 60 min), percebe-se que um incremento no tempo de reacédo de 38 para
60 minutos, ocasionou um decréscimo de 6,4% nos valores de RG. Além disso,
guando comparados os ensaios 6 e 8 (100°C, 4 mL.g!) e os ensaios 11 e 3
(140°C, 10 mL.g), um incremento no tempo de reacdo de 26 para 49 minutos
em ambos 0s caso, ocasionou incrementos respectivamente iguaisa 11,6 € 9,4%
nos valores de RG. Tais informacdes corroboram a perspectiva apontada pelas
Figuras 15(e) e 15(f), com relacdo a existéncia de um ponto de maximo da funcao

remocao de glicanas em um tempo de 50 minutos.
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Figura 15 — Superficies de resposta geradas pela modelagem computacional da variavel
remocéo de glicanas (RG).

Projecdo da superficie de resposta - RG (%) Superficie de resposta - RG (%)
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A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
RG encontra-se denotada no ANEXO 1. O valor do coeficiente de determinacao
(R?) foi igual a 0,93938. A equacdo gerada pelo modelo computacional para a

variavel RG é dada por:

RG = 48,66227 + 1,22739.t — 0,01105.¢t% — 1,21793.T + 0,00552.T?2
—4,07616.RLS + 0,12429.RLS? — 0,00066.t.T — 0,0972.t.RLS
+ 0,03228.T.RLS
(equacéo 26)
O Diagrama de Pareto da Figura 13(c) indica que os efeitos da
temperatura (T), o efeito da temperatura elevado a segunda poténcia (T?) e o
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efeito tempo (t) correspondem a cerca de 90% dos efeitos positivos significativos
sobre a varidvel remocédo de arabinoxilanas do bagaco de malte (RX). Ou seja,
o modelo preditivo para a RX é explicado, quase totalmente por um polinémio de
segundo grau contendo essas variaveis. O sinergismo existente entre T e t
também exerce um efeito significativo positivo sobre a RX, o que levanta a
perspectiva de que um aumento nas magnitudes da temperatura e tempo
ocasionaria um incremento nos valores de RX.

Vale salientar que a variavel t representa aproximadamente 28,3% dos
efeitos significativos positivos sobre a RX, enquanto que no caso da RG esse
valor é de apenas 11,5%. Isso indica que o tempo é mais influente sobre a RX
do que sobre a RG para o bagaco de malte. De fato, quando comparados 0s
ensaios 11 e 3 (140°C, 10 mL.gY) e 9 e 2 (180°C, 7 mL.g™}), percebeu-se que um
aumento no tempo de 26 para 49 minutos ocasionou incrementos de 9,4% e
21%, 12,7% e 40,1%, respectivamente sobre a RG e RX.

Cabe salientar que no estudo cinético da auto-hidrélise do bagaco de
malte, realizado por Carvalheiro et al.(2005), os autores consideraram as xilanas
e arabinanas como duas cadeias poliméricas distintas e que sofrem hidrolise
independentemente, devido aos altos teores de arabinanas em relacdo as
xilanas da biomassa. Segundo os autores, a porcentagem relativa adotada de
xilanas em relacdo ao total de hemiceluloses foi de 67%.

Interessante observar que na pesquisa realizada por Lopez et al.(1995),
0 pré-tratamento alcalino da palha de cevada com uma solucéo de NaOH (13%
m.vl) a 60°C durante 120 minutos, ocasionou uma remocdo de 57% das
hemiceluloses da biomassa, valor esse ligeiramente superior ao obtido com o
ensaio 9 (180°C, 26 minutos e 7 mL.g™}), cuja remocéo de arabinoxilanas foi de
50,8%. Porém, os tratamentos termoquimicos apresentam como desvantagens
serem menos amigaveis ao meio ambiente e mais onerosos do ponto de vista
de implantacao e operacéo.

Vale salientar que a remocdo de hemiceluloses do bagaco de malte
(25,5%), obtida no estudo de Montusiewicz et al.(2017) com o pré-tratamento
oxidativo avancado por cavitacdo hidrodinamica, foi similar aos resultados
obtidos com os ensaios 6 (100°C, 26 minutos, 4 mL.g™!) e os ensaios realizados
no ponto central do planejamento experimental (120°C, 38 minutos, 7 mL.g™),

cuja média dos valores esteve em torno de 24,8%. Os resultados mostram uma

93



RESULTADOS E DISCUSSAO

vantagem do pré-tratmento hidrotérmico frente ao oxidativo avangado, uma vez
gue os custo para implementacao e operagéo do pré-tratamento hidrotérmico é
menor devido a sua maior simplicidade.

As superficies de respostas geradas pela modelagem computacional do
comportamento da variavel dependente RX, encontram-se denotadas a partir da
Figura 16.

Figura 16 — Superficie de resposta gerada pela modelagem computacional da variavel
remocao de arabinoxilanas (RX).
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As Figuras 16(a) e 16(b) indicam que, semelhantemente a variavel PM, é
possivel adotar distintos pares de valores de T e t de modo a se obter valores
analogos de RX. De fato, quando comparando os ensaios 1 (120°C, 60 minutos,
7 mL.g) e 10 (160°C, 38 minutos, 4 mL.g!), percebeu-se que os valores de RX
estiveram em torno de 44,1%, tal comparacédo € possivel, pois ao avaliar-se 0
diagrama de pareto para variavel RX (Figura 13(c)), é possivel perceber que o
efeito da variavel RLS ndo € signficativo para RX Assim, estima-se que
resultados analogos ao do ensaio 2 (180°C, 49 minutos, 7 mL.g™t), cuja remocgé&o
de arabinoxilanas foi de 91%, possam ser obtidos adotando-se os pares de
valores 170°C e 60 minutos ou 160°C e 70 minutos.

Interessante ressaltar que Carvalheiro et al.(2005) mencionam que 0sS
parametros cinéticos da auto-hidrélise do bagaco de malte tendem a aumentar
com a temperatura, sendo que a fracéo hidrolisavel das xilanas esteve entre 70,8
e 88,6%. De acordo com os autores, as arabinanas da biomassa, devido a sua
natureza quimica como ramificacdes da cadeia de xilopiranosil, possuem uma
maior susceptibilidade a hidrolise, devido ao menor tempo de reacdo necessario

para se obter altas taxas de oligbmeros, comparativamente as xilanas.
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A analise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
RX encontra-se denotada no ANEXO 1. O valor do coeficiente de determinacao
(R?) foi igual a 0,94496. A equacédo gerada pelo modelo computacional para a
variavel RX é dada por:

RX = 169,8449 — 1,3786.t + 0,0123.t? — 2,1420.T + 0,0084.T? — 5,4989.RLS
+ 0,2221.RLS? + 0,0087.t.T + 0,0278.t. RLS + 0,0056.T.RLS
(equacéo 27)

O Diagrama de Pareto da Figura 13(d) indica que os efeitos da
temperatura (T), da temperatura a segunda poténcia (T?) representam cerca de
73,9% dos efeitos significativos positivos sobre a varidvel RSIA. Vale salientar
gue no caso da variavel RG, os mesmos efeitos representaram 73,5% dos efeitos
significativos positivos, indicando que a temperatura exerce efeitos similares em
tanto para as hexoses, quanto para os compostos insoluveis em acido, dentro
0S quais se encontram proteinas e lignina insoltvel. Interessante observar que o
sinergismo das variaveis t e T representam o restante dos efeitos significativos
positivos sobre a variavel remocéo de solidos insoluveis em acido (RSIA). Isso
aponta a perspectiva de que um aumento nas magnitudes do tempo e
temperatura ocasionaria um incremento nos valores de RSIA.

De fato, quando comparados os ensaios realizados no ponto central do
planejamento experimental e o ensaio 1 (120°C, 7 mL.g™!), percebe-se que um
aumento no tempo de reacao de 38 para 60 minutos ocasiona um incremento de
6,5% nos valores de RSIA. Analogamente, quando comparados 0s ensaios 9 e
2 (180°C, 7 mL.g 1), percebe-se que um aumento no tempo de reacéo de 26 para
49 minutos ocasiona incrementos respectivamente iguais a 30% na RSIA. Tais
resultados evidenciam que a remocao de sélidos insoluveis em acido provocada
pelo efeito do tempo é mais efetiva em maiores temperaturas.

O maior valor de RSIA (47,7%) foi obtido com o ensaio 2 (180°C, 49
minutos, 7 mL.g'), o que demonstra que dentre as fracdes majoritarias da
biomassa, os SIA’s sdo 0s menos susceptiveis a solubilizagao por auto-hidrdlise.
No estudo realizado por Outeirifio et al.(2019), a utilizacdo do pré-tratamento
utilizando liquidos i6nicos a 90°C proporcionou uma remocao de lignina de
75,89%. Por outro lado, em trabalho realizado por Mussatto et al.(2007), os

autores atingiram 81,43% de remocao de lignina apds submeterem o bagago de

95



RESULTADOS E DISCUSSAO

malte ao pré-tratamento termoquimico combinado, utilizando uma solucéo de
H.SO. (100 mg.gless), a 120°C durante 17 minutos a uma RLS de 8 g.g7%,
seguido do tratamento alcalino com NaOH (2% m.v?!), a 120°C durante 90
minutos a uma RLS de 20 g.gl. No entanto, é valido ressaltar que tais pré-
tratamentos apesar de se mostrarem eficientes, possuem como caracteristicas
serem menos amigaveis ao meio ambiente.

A superficie de resposta gerada pela modelagem computacional do
comportamento da variavel dependente RSIA, encontra-se indicada a partir da
Figura 17.

Figura 17 — Superficie de resposta gerada pela modelagem computacional da variavel
remocédo de soélidos insolUveis em acido (RSIA).
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Conforme mencionado anteriormente, a Figura 17 evidencia que os SIA’s
sdo a fracdo da biomassa mais resistente a hidrélise através do tratamento
hidrotérmico, de modo que os valores previstos superiores a 50% encontravam-
se em uma faixa de amplitude ndo comtemplada no planejamento experimental
dos ensaios de auto-hidrélise. Interessante observar que o ensaio 6 (100°C, 26
minutos, 4 mL.g') apresentou uma RSIA de 20,6%, com uma severidade de
apenas 1,41. Tais resultados, evidenciam que parte da fracdo de SAl's é
proteina, uma vez que baixas severidas no pré-tratamento hidrotérmico sem
adicdo de reagentes quimicos, ndo possui energia suficiente e ambiente quimico
favoraveis para remocao de lignina.

Cabe salientar que os SIA’s quantificados pela Metodologia Klason,
representam duas porc¢des da biomassa (SLUITER et al., 2012), e portanto, os
processos de despolimerizacdo e hidrolise da lignina e das proteinas podem
ocorrer independentemente. Isso levanta a perspectiva de que, em estudos

posteriores, sejam necessarias analises dos teores de nitrogénio das amostras
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sélidas apds o pré-tratamento, a fim de quantificar a remocdo de ambos
polimeros.

Vale ressaltar que na pesquisa realizada por Qin et al.(2018), os autores
obtiveram 65% de solubilizacdo de proteinas, apds submeterem o bagaco de
malte ao pré-tratamento por auto-hidrolise, utilizando 60°C durante 60 minutos e
uma RLS de 40 mL.g. De acordo com os autores, dentre os pré-tratamentos
utilizados, a auto-hidrélise foi aquele que demonstrou ser mais seletivo com
relacdo a extracdo de proteinas, isto pode ser um indicativo do porque do pré-
tratamento por auto-hidrélise ter removido maiores valores de soélidos insolUveis
em acido quando comparado a outras biomassa como o bagaco de cana, no qual
a remocao de lignina ndo passou de 30% (Baéta et al., 2016). Considera-se que
parte da fracdo de solidos insoluveis em acidos removidos do bagacgo de malte
no presente estudo pode representar proteinas, devido aos reduzidos teores de
SIA’s obtidos no bagago de malte lavado comparativamente ao bagaco bruto.

Cabe salientar que Kemppainen et al.(2016), observaram que apos
submeterem o bagaco de malte ao pré-tratamento por exploséo a vapor entre
160 e 200°C, a solubilizacdo de proteinas atingiu um maximo de 12%.
Kemppainen et al.(2016) observaram que o teor de proteinas na fracéo de SIA’s
permaneceu relativamente estavel entre 20,4 e 22,7%. Os autores perceberam
gue as proteinas parcialmente degradadas, sobretudo nos tratamentos mais
severos, permaneceram insollveis na fracdo soélida ou fortemente associadas a
outros SIA’s.

O comportamento irregular da variavel RSIA pode estar associado aos
fenbmenos apontados por Qin et al.(2018), que perceberam uma menor
remocao de proteinas a temperaturas superiores a 75°C, durante a auto-hidrdlise
do bagaco de malte. Além disso, deve-se considerar as observacdes apontadas
por Kemppainen et al.(2016), sobre as modificagcbes quimicas ocorridas nas
proteinas durante o tratamento do bagaco de malte por exploséo a vapor, mesmo
em condicbes menos severas. Segundo os autores, essas modificacdes
ocasionaram um aumento nos SIA’s da fragao sdlida resultante.

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
RSIA encontra-se denotada no ANEXO 1. O valor do coeficiente de
determinacdo (R?) foi igual a 0,76698. A equacdo gerada pelo modelo

computacional para a variavel RSIA é dada por:
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RSIA = 113,4515 — 1,5651.t + 0,0039.t? — 1,0339.T + 0,0027.T% — 8,3286.RLS
+ 0,3506.RLS? + 0,0117.¢t.T — 0,0001.t.RLS + 0,0244.T.RLS
(equacéo 28)

O Diagrama de Pareto da Figura 13(e) indica que apenas a temperatura
(T) exerce efeito significativo positivo sobre a varidvel rendimento da hidrélise
enzimatica (RHE). O que era de se esperar, uma vez que conforme demonstrado
anteriormente, maiores temperaturas sSao capazes de removerem maiores
guantidades de hemicelulose e lignina, compostos conhecidos por dificultarem o
processo de hidrélise enzimética de residuos lignocelulésicos.

Por sua vez, o sinergismo das variaveis t e RLS exerce um efeito
significativo negativo sobre o RHE, o que aponta a possibilidade de que, um
aumento do tempo de reacao da auto-hidrolise do bagaco de malte, aliado a altos
valores de RLS tendem a reduzir o rendimento da hidrolise enzimatica. Uma
possivel explicacdo esteja relacionada as maiores producdes de inibidores em
longos tempos e a baixa solvéncia de fragmentos hidrofobicos de lignina em
meio aquoso, tal fato acarreta em permanéncia destes fragmentos de inibidores
e lignina na biomassa, o que conforme mencionado anteriormente pode
contribuir para o aumento de adsorc¢des improdutivas das enzimas. De fato, os
ensaios 7 (60°C, 38 minutos, 10 mL.g!) e 3 (140°C, 49 minutos, 10 mL.g?)
apresentaram valores de apenas 0,5 e 6,3% de RHE.

Ainda sobre o sinergismo negativo das variaveis t e RLS, maiores
rendimentos da hidrdlise enzimatica podem ser obtidos mediante a adocao de
um longo tempo de reacgéo da auto-hidrolise, aliado a pequenos valores de RLS.
Além dessa questdo, percebeu-se que embora ndo seja signicativo o efeito
negativo da variavel t sobre a RHE, nos ensaios 6 e 8 (100°C, 4 mL.g?%), 11 e 3
(140°C, 10 mL.g') e 9 e 2 (180°C, 7 mL.g!), um aumento no tempo de reacéo
de 26 e 49 minutos ocasionou reducbes de 1,3%, 154% e 2,7%,
respectivamente nos valores de RHE.

As superficies de resposta geradas pela modelagem computacional do
comportamento da variavel dependente rendimento da hidrélise enzimatica,

encontram-se apresentadas a partir da Figura 18.
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Figura 18 — Superficies de resposta geradas pela modelagem computacional da variavel
rendimento da hidrélise enzimética (RHE).

Projecdo da superficie de resposta - RHE (%)

Superficie de resposta - RHE (%)
3 fatores, 1 bloco, 16 experimentos; Erro puro = 4,637613 (a)

3 fatores, 1 bloco, 16 experimentos; Erro puro = 4,637613 ( b)
200

180
160
140

£ 120
b

[SAEGY

100

@ - -
35 -3
< H<s

10 =<3 =<3

=<2 (=P

10 20 30 a0 50 60 =P =P

t (min) <12 .2
Projecéio da superficie de resposta - RHE (%) Superficie de resposta - RHE (%)
3 fatores, 1 bloco, 16 experimentos; Erro puro = 4637613 (C) 3 fatores, 1 bloco, 16 experimentos; Erro puro = 4,637613 (d)

H
"
PR
z %

— L

z g ¢

- z
20 . > 20
<17 .17
I < 13 <13
=<9 <9
s <5

RLS (mL/g) < <
Projecdo da superficie de resposta - RHE (%) Superficie de resposta - RHE (%)
3fatores, 1 bloco, 16 experimentos; Erro puro = 4,637613 (e) 3 fatores, 1 bloco, 16 experimentos: Erro puro = 4,637613 (ﬂ
0
4 o
z
- 7,
E E
-
I >25
<
<20
<15
<10 -2
=<5 . <20
B <0 <10
P <0
RLS (mLig) . <-10 I <-10

As Figuras 18(e) e 18(f) demonstram o sinergismo negativo entre t e RLS,
indicando que os maiores valores de RHE podem ser obtidos mediante a adocao
de longos tempos de reacdo da auto-hidrélise aliados a adocdo de pequenos
valores de RLS. Vale ressaltar que a variavel t, por si sé ndo exerce nenhum
efeito significativo sobre o RHE. De fato, comparando os ensaios realizados no
ponto central do planejamento experimental e o ensaio 1 (120°C, 7 mL.g%),
percebeu-se que aumento no tempo de reacdo de 38 para 60 minutos nao
ocasionou mudanca significativa nos valores de RHE.

A Figura 18(a) e 18(b) indicam que os maiores valores de RHE podem ser
obtidos utilizando uma faixa de valores entre 160 e 200°C, durante 40 a 60

minutos. No entanto, deve-se considerar que para obter esses valores é
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necessario utilizar severidades crescentes do pré-tratamento, incrementando 0s
valores de T e t simultaneamente, 0 que pode ndo ser interessante em termos
de balanco energético do processo. Vale salientar que os ensaios 9 (180°C, 26
minutos, 7 mL.g') e 11 (140°C, 26 minutos, 10 mL.g™!) apresentaram os maiores
valores de RHE (21,5% em média), sendo que nesses casos os valores de RSIA
estiveram em torno de 17,4%.

A superficie quadrética de resposta gerada na modelagem do RHE em
funcdo de T e t, apresenta a concavidade voltada para baixo, o que indica que
existem parametros operacionais que proporcionam os maximos rendimentos na
hidrélise enzimatica dos sélidos pré-tratados. Dessa forma, a interpretacdo da
superficie gerada levanta a possibilidade de existir uma amplitude de valores a
partir da qual os valores de RHE tornam-se decrescentes, o que de fato foi
explanado anteriormente no caso dos ensaios 6 e 8 (100°C, 4 mL.g?), 11 e 3
(140°C, 10 mL.g?Y) e 9 e 2 (180°C, 7 mL.g!), em que um aumento no tempo de
reacao de 26 para 49 minutos ocasionou decréscimos nos valores de RHE.

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
RHE encontra-se denotada no ANEXO 1. O valor do coeficiente de determinacao
(R?) foi igual a 0,63766. A equacdo gerada pelo modelo computacional para a

variavel RHE é dada por:

RHE = —37,1439 + 0,6533.t — 0,0043.t% + 0,2365.T — 0,0009.T?2 + 7,3136.RLS
—0,1238.RLS? + 0,0033.t.T — 0,1223.t.RLS — 0,0096.T.RLS
(equacéo 29)

O Diagrama de Pareto da Figura 13(f) indica que apenas variavel
independente raz&o liquido-sdlido (RLS) exerce efeito significativo negativo
sobre a concentracdo de acucares monoméricos no hidrolisado (CAH). Isso é
bastante coerente, pois a medida que se utiliza um maior volume de agua no
tratamento hidrotérmico, menor sera a concentracdo de acucares monoméricos
solubilizados no hidrolisado.

A temperatura, por sua vez exerce efeito significativo, porém positivo
sobre a variavel CAH, o que aponta a perspectiva de que pré-tratamentos por
auto-hidrélise do bagaco de malte que utilizam maiores temperaturas tendem a
proporcionar uma maior concentracdo de acucares no hidrolisado gerado, o que

€ bastante interessante quando o objetivo € utilizar esta fracdo liquida
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posteriormente para producdo de biocombustiveis como o biogas. Isso é
bastante coerente e corrobora as perspectivas apontadas nas avaliagcdoes das
varidveis PM, RG e RX, que indicam que o0 aumento na temperatura de reacao
colaboram para uma maior solubilizacdo da biomassa e uma maior remoc¢éao de
acucares.

Dentre os ensaios de auto hidrélise do bagaco de malte, aquele que
apresentou a maior concentracdo de acucares monomericos no hidrolisado (4,2
g.L'Y) foi o ensaio 10 (160°C, 38 minutos, 4 mL.g?). Vale salientar que nos
ensaios 9 e 2 (180°C, 7 mL.g!), um aumento no tempo de reagéo de 26 para 49
minutos, proporcionou uma reducgédo de 17,14% na CAH, o que esté atribuido a
uma maior formacéo de produtos de degradacao originados pela desidratacao
destes acucares, formando como produto da reacdo acido formico (A.F.), HMF
e FF, conforme descrito no item 4.3 deste documento. De fato, quando
comparados os ensaios 9 e 2 (180°C, 7 mL.gt), percebeu-se que um aumento
no tempo de reacdo de 26 para 49 minutos, proporcionou incrementos de
368,2%, 500% e 675% nos valores de AF, HMF e FF.

Interessante comparar os resultados obtidos com o ensaio 12 (80°C, 38
minutos, 10 mL.g') e com o pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade,
cujas condicdes operacionais divergem apenas pelo tempo de reacédo e pela
agitacdo da mistura. Nesse ultimo caso, a CAH foi aproximadamente igual ao
dobro da concentracéo no hidrolisado obtido com a auto-hidrolise do bagaco de
malte, o que indica a importancia da agitacdo da mistura para a solubilizacéo dos
acucares da biomassa, principalmente aqueles presentes na superficie do
bagaco de malte, ou seja, aqueles remanescentes do processo de mosturacao.

A superficie de resposta gerada pela modelagem computacional do
comportamento da variavel dependente concentracao de acucares monomericos

no hidrolisado (CAH), encontra-se denotada a partir da Figura 19.
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Figura 19 — Superficie de resposta gerada pela modelagem computacional da variavel
concentragdo de aglcares monoméricos no hidrolisado (CAH).
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As Figuras 19(a) e 19(b) indicam que as maiores CAH podem ser obtidas
mediante a adocao de altas temperaturas aliadas a pequenos valores de RLS.
Vale salientar que ndo foram detectadas concentracbes de HMF e FF nos
ensaios de auto-hidrélise utilizando temperaturas inferiores a 180°C, muito
embora ndo tenham sido feitas analises em temperaturas intermediarias entre
160 e 180°C. Emrelacéo a esse aspecto, a utilizacdo de temperaturas superiores
a 180°C na auto-hidrélise do bagaco de malte deve estar aliada a adocao de
pequenos tempos de reacdo, a fim de se reduzir a formacdo de produtos da
degradacdo de acUcares, muitas vezes considerados tOxicos para oS
microrgansimos fermentativos e anaerobios.

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo representativo da variavel
CAH encontra-se denotada no ANEXO 1. O valor do coeficiente de determinacéo
(R?) foi igual a 0,86907. A equacédo gerada pelo modelo computacional para a

variavel CAH é dada por:

CAH = 4,130249 + 0,000693.t + 0,001195.t2 — 0,018868.T + 0,000228.T?
—0,126678.RLS + 0,001896.RLS? — 0,000551.¢.T
—0,000816.t.RLS —0,001485.T.RLS

(equacéo 30)

As acuracias médias dos modelos foram de 100,12% (PM), 114,33%

(RG), 100% (RX), e 101,16% (CAH). Porém no caso das variaveis RSIA e RHE,
0s modelos superestimaram os dados experimentais em 39% e 51%, o que pode
ser atribuido aos baixos coeficientes de determinacdo ajustados dessas
variaveis, de apenas 0,417 e 0,094, respectivamente. A partir da Figura 20 sao

comparados os valores observados durante os ensaios de auto-hidrolise do
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bagaco de malte (dados experimentais) e os valores previstos pela modelagem
computacional das variaveis dependentes.

Figura 20 — Comparacao entre os valores observados durante a auto-hidrélise do bagaco
de malte e os valores previstos pela modelagem computavional das variaveis PM (a), RG
(b), RX (c), RSIA (d), RHE (e) e CAH (f).
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Embora o coeficiente de determinacdo da variavel RSIA tenha sido de
apenas 77%, considerou-se que 0 uso dessa variavel na ferramenta de
desejabilidade para o estabelecimento de cenarios para a producdo de biogas
torna-se importante para avaliar a inibicdo que compostos fendlicos e proteinas
exercem sobre a digestdo anaerdbia. Além disso, embora o coeficiente de
determinacao da variavel RHE tenha sido de apenas 63,8%, considerou-se que
0 uso dessa variavel para definicdo do cenario para a producdo de etanol é
importante para definir condicbes que promovam uma maior acessibilidade

enzimatica dos sélidos pré-tratados.
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A utilizacdo da ferramenta de desejabilidade forneceu os parametros
operacionais da auto-hidrélise do bagaco de malte, tomando como base alguns
cenarios estabelecidos, conforme descritos no item 5.7 da secao de materiais e
métodos, visando a producédo de biogas (DB1 e DB2) e etanol (DE). Os gréficos
de desejabilidade, bem como as superficies de resposta dos modelos
computacionais para os cenarios estabelecidos nesse estudo, encontram-se

indicados a partir dos Figuras 21, 23 e 25.

Figura 21 — Grafico de desejabilidade para o cenario DB1.
Profiles for Predicted Values and Desirability
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Considerando que no cenario DB1 esperava-se obter um hidrolisado de
mais facil degradacdo, ou seja, maior teor de carboidratos e menores
guantidades de compostos fendlicos, ao estabelecer o nivel da variavel RSIA’s
como nivel minimo (Tabela 5), o modelo apontou como condicéo desejavel uma
temperatura de 180°C e tempo de 31 minutos, uma vez que conforme discutido
anteriormente a remocao de SIA’s da fragdo solida torna-se crescente com o
tempo. As superficies de resposta para o cenario DB1 encontram-se indicadas

a apartir da Figura 22.
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Figura 22 — Superficies de resposta obtidas para o cenario DB1.
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A interpretacdo dos graficos de desejabilidade para esse cenario
apresentados na Figura 22 permitem fazer a inferéncia de que as melhores
condicBes para se obter um hidrolisado com caracteristicas mais favoraveis para
producéo de biogas € utilizando altas temperaturas e baixos tempos. Isto é claro,
partindo da premissa que hidrolisados com maiores teores de carboidratos e
menores teores de SIA’s sdo melhores biodegradaveis em condigbes
anaerobias.

A concavidade voltada para baixo do gréfico de t versus RLS (Figura
21(b)), indica que a utilizacdo de RLS superiores a 7 mL.g™* podem gerar um
hidrolisado com menor susceptibilidade para biodegradacdo, uma vez que
maiores RLS implicam em hidrolisados mais diluidos em termos de carboidratos
€ maiores tempos provocam maiores concetracdes de inibidores gerados pela
degradacédo dos acgucares.

No segundo cenario para a producdo de biogas (DB2), aquele que teve
como premissa obter uma condicdo de pré-tratamento que gerasse um
hidrolisado com alto teor de carboidratos e alto teor de SIA’s, afim de comparar

o efeito com a condi¢cdo DB1, na qual difere-se somente no quesito RSIA (Tabela
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5), a ferramenta de desejabilidade indicou como condi¢cdo desejavel as maiores

temperaturas e tempos de reacdo do planejamento experimental (180°C, 60

minutos) (Figura 23).

Figura 23 — Grafico de desejabilidade para o cenario DB2.
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uma vez que conforme visto

anteriormente, a severidade do processo (par temperatura e tempo) influenciam

diretamente as variaveis dependentes estabelecidas para o cenario que visa a

producédo de biogas. As superficies de resposta obtidas para o cenario DB2

encontram indicadas a partir da Figura 24. O grafico de T versus RLS (Figura

23(b)), indica que a variavel RLS néo influencia os valores de desejabilidade

nesse cenario, o que possibilita a ado¢ado de menores quantidades de agua no

pré-tratamento da biomassa, o que contribui diretamente para uma maior

sustentabilidade do processo.
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Figura 24 — Superficies de resposta obtidas para o cenario DB2.
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Por fim, no cenario que preconiza a producédo de etanol a partir da fracéao
sélida pré-tratada, conforme apresentando na Tabela 5, a intencdo seria
determinar uma condi¢cdo capaz de gerar uma fracdo solida com alto teor de
celulose, ou seja, uma condicdo de pré-tratamento com baixa remocdo de
glicanas, elevadas remocdes de arabinoxilanas e SIA’s, aliado as condi¢des que
geraram substrato que apresentaram elevados RHE. Nesse caso, o modelo
computacional apontou para a utilizacdo de temperaturas da ordem de 150°C,

60 min e RLS de 4 mL.gt, conforme pode ser observado na Figura 25.
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Figura 25 — Grafico de desejabilidade para o cenario DE.
Profiles for Predicted Values and Desirability
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Porém, nessa condi¢do a remocao de arabinoxilanas da biomassa pode
ser insuficiente para permitir a acessibilidade enzimatica as hexoses da
biomassa. As superficies de resposta obtidas para o cenario DB2 encontram

indicadas a partir da Figura 26.
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Figura 26 — Superficies de resposta obtidas para o cenario DE.

Desejabilidades do cenario para a producdo de etanaol

=07

Bl = 0675

Bl = 0,575

[]=0,425

[ =0,32%

B = 0,225

B =0125

- = =06
= 10,8 =0,5

B =0725 B =03

[ = 0,625 : =01

[1=052% B <-0,1

B < 0,425 B =-0.3

B = 0,325 B -=-05

Analogamente ao caso do cenario DB1, a concavidade do grafico de T
versus RLS (Figura 25(b)), indica que a utilizacdo de temperaturas superiores a
160°C pode ocasionar RG crescentes, 0 que nao € interessante quando se
objetiva obter etanol através da fracdo soélida gerada apOs o pré-tratamento
(SANTOS et al.,2018). Assim como no cenario DB2, a utilizacdo de tempos de
reacao superiores a 40 minutos demanda a reducéo dos valores de RLS, a fim
de se obter uma fracdo solida que apresente melhores resultados na producéo

de etanol.

6.4 Caracterizacdo dos solidos pré-tratados e hidrolisados obtidos com o

pré-tratamento do bagaco de malte nas condi¢cdes de desejabilidade

As caracterizacbes dos solidos pré-tratados nas condicbes de
desejabilidade, em termos do balanco massico de seus componentes, Sao
indicadas a partir da Tabela 10. Em geral os balangos méassicos apresentaram
bons resultados, com valores entre 94,2% e 101,4%. Em termos gerais, houve

um aumento dos teores de SIA’s e uma reducdo dos teores de compostos
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fendlicos, no caso das biomassas lavadas. Isso corrobora a perspectiva
apontada anteriormente, de que tratamentos mais severos contribuem para a
RSIA, ocasionando uma menor ocorréncia de reacdes de recondensacao da
lignina.

Tabela 10 — Caracterizagao dos sélidos pré-tratados obtidos com o pré-tratamento do bagaco de
malte nas condicBes de desejabilidade (%).

Condiilo  GLU ARX SIA LS i fendis Total
DBl 33307 122003) 43183) 26(03) 2106 20D 94,2
DBIL  305(26) 14,1(16) 45031 2504) 2302 2801 95,2
DB2  34420) 87(06) 51,953) 2902 1904) 00D 101,4
DB2L  31007) 10,203 48531 3005 2001 20D 959
DE 33,2(12)  20,9(04)  40,1(95) 3,6(0,4)  3,1(0,5) 0.5(0.1) 101,4
DEL  276(0,6) 21,7(0,7) 43,2(0,9) 32(01) 320, Oy 99,3

Em relacéo a esse aspecto, Regauskas et al.(2014) afirmam que durante
a despolimerizacdo da lignina, existe uma tendéncia de espécies de baixo peso
molecular sofrerem recondensacéao, originando compostos mais recalcitrantes.
Além disso, Kemppainen et al.(2016) mencionam que as modificagdes quimicas
ocorridas nas proteinas do bagaco de malte durante o tratamento por exploséo
a vapor, ocasionaram um aumento nos teores de SlIA’s da fragdo sodlida
resultante, possivelmente devido a reacdes de condensacdo da lignina com
outros componentes da biomassa. Além disso, deve-se considerar que, em
detrimento da retirada da maior parte das arabinoxilanas, ocorre um aumento
dos teores de SIA’s na fragao remanescente ao pré-tratamento.

Vale salientar que Qin et al.(2018), obtiveram 65% de remocao de
proteinas do bagaco de malte com o pré-tratamento por auto-hidrélise, utilizando
60°C durante 60 minutos e uma RLS de 40 mL.g?, e que acima de 75°C os
teores de remocao desses compostos tornava-se decrescente. Isso aponta a
perspectiva de que o pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade promoveu
a remocgao de proteinas da biomassa, e que por esse motivo, os teores de SIA’s
da condicao de DB2L foram bastante inferiores ao da condi¢cdo DB2.

Com relacao aos teores de acgUcares dos solidos pré-tratados, observou-
se que o tratamento de baixa severidade proporcionou a obtencdo de biomassas
contendo maiores teores de arabinoxilanas, comparativamente ao bagaco de

malte bruto, embora tenha havido uma redugédo nos teores de glicanas e
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compostos fendlicos. Isso mostra que de fato, conforme j& discutido
anteriormente, o pré-tratamento de baixa severidade é capaz de remover as
hexoses oriundas do processo de mosturacdo presentes na superficie da
biomassa. A caracterizacdo média dos hidrolisados obtidos com os pré-
tratamentos nas condi¢des de desejabilidade encontram-se indicada a partir da
tabela 11.

Tabela 11 — Composicdo média dos hidrolisados nas condicdes de desejabilidade (g.L™).
Condicéo cel. gli. xil. ara. AF. AA. HMF FF fenois

DB1 171 060 057 227 503 156 0081 0,156 4,08
(0,03) (0,04) (0,04) (0,09) (0,31) (0,19) (0,002) (0,004) (0,65)

DBIL 092 025 082 307 482 085 0062 0220 3,63
0,02) (0,01) (0,08 (0,11) (0,10) (0,11) (0,002) (0,003) (0,39

DB2 1,78 135 161 18 630 142 0245 0502 6,09
(0,08) (0,08) (0,01) (0,16) (0,37)  (0,09) (0,007) (0,105) (0,47)

DB2L 075 074 157 231 349 105 0186 0571 4,89
(0,04) (0,06) (0,08) (0,13) (0,24) (0,07) (0,010) (0,076) (0,65)

DE 407 052 029 105 046 1,69 0008 0,000 1,13
(0,06) (0,04) (0,01) (0,08) (0,03) (0,06) (0,000) (0,000) (0,02)

DEL 078 007 015 149 011 078 0002 0004 078
(0,02) (0,04) (0,01) (0,01) (0,00) (0,02) (0,000) (0,000) (0,14)

Interessante observar que as biomassas tratadas em duas etapas
(cenarios DB1L, DB2L e DEL) apresentaram menores concentracoes de
celobiose, glicose, acido formico, acido acético, HMF e fendis na fracao liquida
da auto-hidrolise (AH), muito embora, nesses casos, as concentracdes de xilose,
arabinose e FF tenham sido superiores comparativamente as biomassas
tratadas em uma Unica etapa. Em termos gerais, tal fato ocorre, pois, quando
nao se submete o bagaco ao pré-tratamento de baixa severidade (etapa de
lavagem), a biomassa entra para o pré-tratamento por auto-hidrélise com uma
elevada quantidade de carboidratos residuais ligados a superficie da biomassa,
sobretudo hexoses. Como tais acucares ja estao livres, parte da energia aplicada
ao pré-tratamento € destinada para estes acucares disponiveis, acarretando
uma hidrélise seguida de desidratacdo dos dimeros e trimeros de hexose em
produtos de degradacao, tais como acido formico (A.F.) e HMF.

Por outro lado, quando o bagaco é submetido a uma etapa de lavagem
prévia, as hexoses presentes sdo somente aquelas estruturais da biomassa, ou
seja, para serem solubilizadas necessitam de maiores energia, 0 que nao €
atingido nas mesmas propor¢des do que a biomassa bruta. No entanto, como

ndo existe mais competicdo de energia com as hexoses disponiveis na
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superficie, uma vez que as mesmas ja foram removidas em uma etapa prévia de
lavagem, a acessibilidade a hemicelulose aumenta, o que pode ser observado a
partir dos maiores valores de concentragdo de arabinose e xilose nos
hidrolisados das condicdes DB1L, DB2L e DEL, quando comparado as
condi¢cdes DB1 DB2 e DE, conforme apresentado na Tabela 12.

As concentracdes de glicanas e arabinoxilanas (mondmeros) nos
hidrolisados obtidos com os pré-tratamentos da biomassa nas condi¢cdes de
desejabilidade, bem como as concentracfes totais desses acucares
identificadas apés a hidrdlise acida desses hidrolisados, estao descritas a partir
da Figura 27.

Figura 27 — Concentracdes de glicanas (GLU) e arabinoxilanas (ARX) nos hidrolisados
obtidos com o pré-tratamento do bagaco de malte nas condicdes de desejabilidade,
identificados antes (0 min) e apds hidrolise acida (15 min).

B GLU( min)

60 B ARX(0 min)
(b) B GLU(15 min)

B ARX(15 min)

50

Concentragao (g.L")

Hidrolisados

Interessante observar que em todas as condi¢cbes, a maior parte das
glicanas da biomassa removidas para os hidrolisados, encontra-se na sua forma
oligomérica, uma vez que apés a hidrélise acida das fracdes liquidas, esses
oligossacarideos foram detectados na forma de mondémeros de celobiose e
glicose, bem como produtos da degradac¢éo desses acucares. Vale salientar que,
embora no cenério para a producdo de etanol, tenha-se estabelecido a minima
remocdo de glicanas da biomassa, no cenario DE foi obtida a maior
concentracdo de glicanas no hidrolisado. Isso provavelmente decorre do
sinergismo entre as outras variaveis utilizadas para estabelecer esse cenario,

sobretudo a remoc¢ao de arabinoxilanas.
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Além dessas questdes, cabe ressaltar que no cenario estabelecido para
a produgdo de etanol (150°C, 60 minutos, 4 mL.g?), houveram as maiores
diferencas entre as glicanas obtidas nas fragfes liquidas resultantes da auto-
hidrélise e as glicanas totais, obtidas apds a hidrolise acida. Ou seja, nesse
cenario ocorreu a maior remocao de acgucares na forma oligomérica. Isso aponta
a perspectiva de que a obtencéo de oligbmeros a partir do bagaco de malte é
favorecida por pré-tratamentos utilizando temperaturas medianas e longos
tempos de reacéo, associados & uma baixa razao liquido-solido. A medida que
a severidade do pré-tratamento aumenta, observou-se que, a diferenca entre
acucares monomeéricos e oligoméricos reduziu, possivelmente devido as reacfes
de clivagem e degradacao desses oligdmeros.

O gréfico da Figura 27 indica que, analogamente as glicanas, a maior
parte dos arabinoxilanas solubilizadas nos hidrolisados encontra-se em sua
forma oligomérica. De fato, Carvalheiro et al.(2005) mencionam que 0s principais
produtos obtidos com o pré-tratamento por auto-hidrolise do bagaco de malte
sdo uma mistura de oligossacarideos, agucares monomeéricos, acido acético e
produtos da degradacéo de acucares tais como HMF e FF. Vale salientar que, o
primeiro cenario para a producdo de biogas foi aquele que proporcionou as
maiores concentracdes de arabinoxilanas na forma oligomérica.

Isso indica que ha um valor de severidade a partir do qual a remocéao de
arabinoxilanas da biomassa torna-se decrescente. O tratamento de baixa
severidade ndo afetou a remocdo de arabinoxilanas no cenario estabelecido
para a producédo de etanol, muito embora nos demais cenarios, esse tratamento
preliminar tenha proporcionado efeitos distintos. Em relacdo a esse aspecto,
Carvalheiro et al.(2005) mencionam que a hidrélise das hemiceluloses do
bagaco de malte ocorre mais rapidamente com o aumento da temperatura,
sendo as arabinanas da biomassa mais susceptiveis a hidrélise devido a sua
natureza quimica, por serem ramificacées da cadeia de xilopiranosil.

Interessante observar que Carvalheiro et al.(2004) submeteram o bagaco
de malte ao pré-tratamento por auto-hidrélise a 150°C durante 60 minutos,
utilizando uma razéo liquido-sélido de 8 g.g, e obtiveram uma concentracéo de
xilo-oligossacarideos (11,75 g.L?) ligeiramente inferior aquele obtido no cenario
estabelecido para a producéo de etanol (150°C, 60 minutos, 4 mL.g"t), cujo valor

foi de aproximadamente 13 g.Lt. Em relacdo a esse aspecto, vale ressaltar que
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Carvalheiro et al.(2005) mencionaram que a razédo liquido-sélido parece nao
afetar a recuperacao de xilanas na forma oligomérica, o que esta de acordo com
os resultados obtidos neste estudo.

Vale ressaltar que a maior parte dos acucares contidos no hidrolisado é
composta por glico-oligossacarideos (hexoses), e que por esse motivo, a
utilizac&o do hidrolisado para a producgéo de etanol, representa uma alternativa
ao uso dessa fracdo do pré-tratamento, uma vez que as levedura usadas na
indUstria alcooleira ndo utilizam pentoses. Estudos posteriores podem
comtemplar a hidrélise enzimatica da fracao liquida resultante da auto-hidrélise
do bagaco de malte.

Embora néo seja abordado no escopo desse trabalho, acredita-se que a
submissao da FL-DE a hidrolise enzimatica possa demandar uma menor carga
enzimatica para hidrolisar os glico-oligossacarideos na forma de glicose. Vale
salientar que Mussatto et al.(2008) mencionam que uma concentragdo minima
de 59 g.L! de glicose é adequada para os processos fermentativos, valor este
gue é ligeiramente superior a concentracao de glicanas na FL-DE.

Os resultados obtidos ap6s o pré-tratamento do bagaco de malte nas
condicbes de desejabilidade, para as variaveis-resposta perda de massa,
remocado de glicanas, remocdo de arabinoxilanas, remocdo de SIA’'s e
concentracdo de aclUcares monomeéricos no hidrolisado, encontram-se

denotados a partir da Tabela 12.

Tabela 12 — Valores das varidveis-resposta obtidas com o pré-tratamento do bagaco de malte nas
condicdes de desejabilidade.

Condi(;f)es PM RG RX RSIA CAH AIG HMF/FF
(%) (%) (%) (%) (@.L%) (%) (%)
DB1 54,8 55,4 73,1 443 5,15 53,73 51,77
2,2) (0,91) (0,71) (10,8) (0,16) (0,23) (0,31)
DB1L 35,0 42,8 67,4 5,07 87,78 28,00
(3,7) (4,88) (363 - (0,20) (1,57) (0,32)
DB2 58,8 57,9 82,5 38,9 6,63 52,54 50,42
(1,6) (2,46) (1,22) (8,5) (0,32) 0,66)  (11,52)
DB2L 40,7 47,0 784 4,84 81,25 33,05
1,1) (1,15) (0,54) (0,31) (1,28) (6,53)
DE 36,2 37,4 34,9 14,2 5,92 4884  -m-
3,1) (2,21) (1,94) (7,3) (0,14) (0,53)
DEL 20,4 36,7 385 - 2,49 32,38 57,15
(2,8) (1,48) (1,94) (0,05) (5,46) (6,33)

Na Tabela 12, encontram-se indicadas duas variaveis-resposta, que nao

foram utilizadas no estabelecimento de cenarios, porém elas foram
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posteriormente discutidas no item 6.6. Sao elas a relacao entre as concentracdes
de arabinoxilanas e glicanas (A/G) e a relacdo entre as concentragdes de HMF
e FF nos hidrolisados (HMF/FF).

Vale salientar que no caso das condi¢6es DB1L, DB2L e DEL, a variavel
RSIA apresentou valores negativos e por sua sua vez, incongruentes. I1sso pode
se dar devido a possibilidade de recondensacao da lignina e proteinas, conforme
mencionado anteriormente no item 6.4. Isso aponta a perspectiva de que a
remocao de SIA’s ndo represente fidedignamente a modelagem da auto-hidrdlise
do bagaco de malte. Estudos posteriores podem abordar as remocdes de lignina,
proteinas separadamente, a fim de aumentar a compreensdo sobre a
despolimeriza¢cdo da biomassa por advento dos tratamentos hidrotérmicos.

Considerando a possibilidade de que parte das proteinas da biomassa
foram removidas durante o tratamento de baixa severidade, pode-se supor que
a lignina remanescente, dentre os SIA’s, tenha se tornado mais susceptivel aos
fendmenos, ainda pouco conhecidos, da recondensacdo da lignina. Nesse
sentido, estudos posteriores podem utilizar as analises de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e ressonancia magnética nuclear (RMN) a fim de auxiliar na
compreensao desses fendbmenos.

N&o obstante essa questdo, pode-se apontar o fato de que o tratamento
hidrotérmico de baixa severidade proporcionou menores valores de perda de
massa, remoc¢ao de glicanas e remocao de arabinoxilanas, de um modo geral.
Deve-se considerar o fato de que, apos a remocdo dos componentes da
biomassa que encontravam-se mais prontamente disponiveis, com tratamento
de baixa severidade, as fracbes remanescentes necessitariam de uma maior
energia de ativacdo para a sua hidrolise, o que justifica a existéncia desses
valores. Além disso, em todos os casos em que a biomassa foi tratada
previamente a auto-hidrélise, as concentracfes de aclicares monomericos nos
hidrolisados resultantes foram inferiores. Porém tal fato € pertinente, diante da
ampla remocéo de acucares prontamente disponiveis, conforme foi explicitado

anteriormente no item 6.1 desse documento.
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6.5 Hidrolise enzimética dos sdélidos pré-tratados obtidos nas condi¢cdes de
desejabilidade

Os resultados da hidrélise enziméatica dos sélidos pré-tratados na
condicdo de desejabilidade para etanol (150°C, 60 minutos, 4 mL.gt), em termos
dos rendimentos de glicose, encontram-se denotados a partir da Figura 28(a).
Em termos gerais, o coquetel enzimatico 50:50 (50% de Cellic CTec 2 e 50% de
Cellic HTec 2) foi aquele que ofereceu a melhor solubilizacdo de glicose no
hidrolisado enzimatico, de modo que os melhores rendimentos foram obtidos
para o bagaco de malte lavado (DEL). Contudo, mesmo com uma carga
enzimatica de 50 FPU.g, os rendimentos foram de apenas 50,2% em termos
de glicose. Ou seja, nessa condicdo apenas metade das glicanas da biomassa
foram solubilizadas na forma de monémeros de glicose. Isso indica que ao fixar
a variavel RG em seu nivel minimo (menos desejavel), a temperatura de 150°C
fornecida pelo modelo computacional, pode ter sido insuficiente para remover
uma quantidade de arabinoxilanas da biomassa que permita uma eficaz

acessibilidade enzimatica as hexoses do bagaco de malte.

Figura 28 — Rendimentos da hidrolise enzimatica dos sélidos pré-tratados nas condi¢cdes
de desejabilidade para a producao de etanol (a) e biogas (b).
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De fato, os valores médios da variavel RX obtidas nos cenarios DE e DEL
foram respectivamente iguais a 34,9 e 38,5%. Além disso, mesmo atribuindo a
variavel RSIA o seu nivel maximo (mais desejavel), o sinergismo entre as
variaveis do modelo apontou uma condigdo em que a remogao de SIA’s (RSIA)
foi de apenas 27% em média para a condicdo DE. Em todos os casos (cenarios
para a producdo de etanol e biogas), houve uma grande variacdo entre os

valores oferecidos pelas replicatas para a quantificagdo da RSIA. No caso das
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condicbes DEL, DB1L e DB2L o valor da variavel RSIA foi adotado como nulo,
uma vez que possiveis reacdes de recondensacgdo da lignina ocasionaram um
aumento dos teores de SIA’s ao ponto de tornarem a RSIA negativa.

Contudo, os resultados da hidrélise enzimética foram melhores para o
bagaco lavado. Muito embora as concentracOes de glicose no hidrolisado
enzimatico tenham sido similares para uma carga enzimatica de 50 FPU.g* (14,8
g.L'! para o bagaco bruto e 14,2 g.L! para o bagaco lavado). Isso aponta a
perspectiva de que as proteinas do bagaco de malte, supostamente removidas
durante o tratamento hidrotérmico de baixa severidade, podem representar um
fator impeditivo a acessibilidade enzimatica maior do que a prépria lignina da
biomassa. Estudos posteriores podem adotar a utilizacdo de proteases durante
a hidrolise enzimatica dos sélidos pré-tratados, a fim de avaliar a possibilidade
de melhores rendimentos em termos de glicose.

Interessante observar que na pesquisa realizada por Paz et al.(2019), os
autores verificaram que em todos os casos estudados, nao foram obtidos bons
resultados da hidrélise enziméatica, o que os autores atribuiram a uma
interferéncia causada pela maltose do bagaco de malte. Isso pode ser verificado
a partir da comparacao entre os RHE obtidos a partir das fracdes bruta (FS-DE)
e lavada (FS-DEL) (Figura 28(a)), em que observou-se que 0s maiores
rendimentos, em termos gerais, foram obtidos a partir da fracédo lavada. Acredita-
se que a maltose (a-glicana) constitua parte dos aclUcares nao ligados da
biomassa, que foram removidos a partir do tratamento de baixa severidade. De
fato, Paz et al.(2019) verificaram concentracdes desses agUcares apos lavarem
0 bagaco de malte a 50°C durante 4 horas. Em relacdo a esse aspecto, denota-
se a possibilidade da complementagao do coquetel enzimatico com a-amilases
em estudos posteriores, a fim de avaliar melhores rendimentos em termos de
glicose. Tal possibilidade justifica-se pelo fato de o coquetel enzimatico utilizado
no presente estudo conter glicosidades, que agem especificamente na quebra
das ligacao do tipo 3-1,4 entre os monémeros de glicose.

Mesmo utilizando o tratamento alcalino, o maior rendimento da hidrdlise
enzimatica obtido por Paz et al.(2019) foi de apenas 31,73% de conversao de
glicanas a glicose e 37,05% de converséao de xilanas a xilose, utilizando a enzima
comercial Ultraflo® L. (Novozymes) de atividade enzimatica igual a 25 U.mL™.

Vale salientar que no caso do melhor rendimento da hidrélise enzimatica
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indicado pela Figura 28(a) (DEL, 50 FPU.g, coquetel enziméatico 50:50), houve
uma solubilizacdo de 52,8% da celulose em celobiose e glicose, além de 17,5%
de solublizagéo de arabinoxilanas em xilose e arabinose.

Vale salientar que Caetano et al.(2013) obtiveram um rendimento de 72%
da hidrélise de polissacarideos da biomassa, apdés submeterem o bagaco de
malte a um processo de duas etapas, em que 0s autores promoveram a hidrolise
enzimatica simultaneamente ao pré-tratamento acido. Nesse caso, 0s autores
utilizaram primeiramente o pré-tratamento com HCI (1% v.vl) e a enzima
Glucanez 100g, ajustando o pH a 4,5, e em um segundo estagio utilizando o
acido HNOs (1% v.v't) e a enzima Ultraflo L, ajustando o pH para 6.

Os resultados obtidos com a hidrdlise enzimatica dos sélidos pré-tratados
nas condicdes de desejabilidade para a producédo de biogas DB1L e DB2L,
utilizando o coquetel enzimatico 50:50 (50% de Cellic CTec 2 e 50% de Cellic
HTec 2), encontram-se denotados a partir da Figura 28(b). A analise do grafico
da Figura 28(b) permite inferir que as condi¢des estabelecidas para a producéo
de biogas proporcionaram uma maior acessiblidade enzimatica as hexoses da
biomassa, uma vez que em todos os casos foram obtidos rendimentos da
hidrolise enzimatica superiores aos obtidos nas condicbes DE e DEL. Isso
aponta a perspectiva de que as arabinoxilanas da biomassa representam um
fator limitante a acdo enzimatica, pois nesses casos, as RX’s observadas foram
respectivamente iguais a 67,4% e 78,4%, valores estes aproximadamente o
dobro dos valores obtidos nos cenarios de desejabilidade para a producao de
etanol.

A condicao de desejabilidade DB2L foi aquela que apresentou o melhor
resultado da hidrélise enzimatica, utilizando uma carga de 50 FPU.g* do
coquetel 50:50, cujo valor foi de 86% em termos de conversdo de celulose a
glicose, tendo havido em média 87,1% de conversao de celulose em celobiose
e glicose, além de 84,5% de conversao de arabinoxilanas em xilose e arabinose.
Tais resultados sdo interessantes, no entanto, é valido ressaltar que as
condicbes de desejabilidade para biogds buscaram condicbes que
proporcionavam maiores perdas de massa, ou seja, tratamentos de maior
severidade, sendo assim, apesar de ter sido atingidos bons rendimentos de
hidrélise enzimética para as fragbes solidas geradas nas condicbes DB1L e

DB2L a partir da fracéo solida, é valido ressaltar que uma elevada quantidade de
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carboidratos sao solubilizadas nestas condi¢cfes durante o pré-tratamento, o que
indica a necessidade da utilizacdo da fracdo liquida oriunda do pré-tratamento
para producado de outros produtos como o biogas.

Contudo, a concentracédo de glicose no hidrolisado enzimatico obtido pela
condicdo DB2L foi de apenas 26,7 g.L, o que segundo Mussatto et al.(2008)
representa uma concentragao insuficiente para o processo fermentativo a etanol,
cujo valor adequado segundo os autores seria de no minimo 59 g.L'. As
concentracbes de glicose obtidas foram superiores aquelas apontadas por
Santiago (2013) (22 g.L?), que utilizaram o tratamento alcalino do bagaco de
malte e a metade da carga enzimatica da enzima Cellubrix, complementada com
a enzima Novozyme 188.

Diante da limitacdo quanto a concentracdo de glicose no hidrolisado,
estudos posteriores podem comtemplar a ado¢cdo de RLS menores do que 10
mL.gt (valor utilizado no presente estudo) durante a hidrélise enzimatica dos
soélidos pre-tratados, como uma maneira de avaliar a possibilidade de obtencé&o
de maiores concentracdes de glicose no hidrolisado enzimatico. Outra solucéo
seria promover um aumento da concentracao da solucéo de glicose atraves da
evaporacao parcial da solucdo, embora esse manejo demande certa quantidade
de energia térmica, o que contribui para a reducéo da eficiéncia energética do
processo. Porém, a melhor das solu¢des para solucionar o problema seria a
recarga de solidos pré-tratados, mediante a avaliacdo da cinética de remocao de
glicose, durante o periodo de hidrolise enzimatica da biomassa. Tal manejo pode
ser util para a obtencéo de solucdes de glicose mais concentradas, uma vez que
a RLS reduz a medida que se promove a adi¢cao de sdlidos pré-tratados, o que
acarreta no aumento da concetracdo de glicose ao final da hidrolise enzimatica.

A carga enzimatica que proporcionou os melhores resultados da hidrdlise
enzimatica (50 FPU.g™?) foi similar aquela utilizada por Mussatto et al.(2008), que
utilizaram a enzima comercial Celluclast® 1.5L (Novozymes), extraida a partir
dos fungos do género Trichoderma reesei, a uma carga de 45 FPU.g, a 45°C
durante 96 horas, utilizando uma RLS de 50 mL.g* e uma velocidade de rotacdo
de 100 rpm. Porém nesse caso, 0 bagaco de malte foi tratado previamente a
partir de um processo termoquimico em duas etapas, utilizando primeiramente
H2S04 (1,25% m.vt) a 120°C durante 17 minutos, com uma RLS de 8 g.g%, e

em um segundo instante, utilizando NaOH (2% m.v') a 120°C por 90 minutos,
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com uma RLS de 20 g.g. Em relacdo a esse aspecto, destaca-se que o pré-
tratamento hidrotérmico da biomassa possui uma série de vantagens
comparativamente aos tratamentos quimicos, como facilidade operacional e
reducédo de custos.

Resultados similares em termos da solubilizagdo de arabinoxilanas na
melhor condicdo (DB2L), foram obtidos por Marcolongo et al.(2014), que
verificaram 85,8% de solubilizacdo das pentoses do bagaco de malte, apds
submeterem a biomassa tratada alcalinamente a acdo de um coquetel
enzimatico com uma carga enzimatica iguail a 27,2 U.g!, preparado com as
enzimas Cellulase C2730 (isolada de uma cepa modificada dos fungos do
género Trichoderma reesei), Cellobiase C6105 (isolada dos fungos de género
Aspergillus niger), Xylanase X3876 (isolada a partir dos fungos do género
Trichoderma viride) e B-Xylosidade X3504 termoestavel, suplementado com a
enzima a-L-arabinofuranosidase isolada a partir de uma cepa modificada dos
fungos do género Pleurotus ostreatus.

Vale salientar que Lopez-Linares et al.(2019) obtiveram um rendimento da
hidrolise enzimatica de 82% em termos da solubilizacdo de carboidratos da
biomassa, ap0s submeterem o bagaco de malte pré-tratado simultaneamente
por auto-hidrélise (192,7°C, 5,4 minutos) e micro-ondas, a acdo da enzima Cellic
CTec 2 (Novozyme), utilizando uma carga enzimatica de apenas 15 FPU.g™. Isso
corrobora a perspectiva apontada anteriormente de que o0s tratamentos
combinando mais de uma tecnologia podem ser mais eficientes para a obtencao
de bioprodutos.

Interessante  observar o0 resultado da hidrélise enzimatica
aproximadamente igual ao maximo tedrico, obtido por Pierre et al.(2011). Porém
nesse caso, anteriormente ao tratamento por exploséo a vapor (164,9°C, 7 bar,
15 minutos), os autores submeteram o bagaco de malte a uma solucao de H2SOa4
(3% v.v!) a 120°C durante 60 minutos, a fim de removerem as hemiceluloses e
o amido residual do bagaco de malte. Em relacdo a esse aspecto, ressalta-se a
importancia da remocdo das pentoses da biomassa a fim de aumentar os
resultados da hidrélise enziméatica, assim como foi apontado anteriormente para
as condicoes DB1L e DB2L.

O processo de hidrélise enzimatica em trés etapas realizado por Pierre et

al.(2011), utilizou primeiramente um coquetel enzimatico contendo 32 U.L! da a-
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amilase Fungamyl® 800L (isolada a partir dos fungos do género Aspergillus
orizae), a 50°C durante 120 minutos. Na segunda etapa, os autores utilizaram
uma carga de 1,5 U.L! da glicoamilase AMG 300L (obtida a partir dos fungos do
género Aspergillus niger), a 65°C durante 60 minutos. Na etapa final, os sélidos
foram submetidos a acédo da enzima Celluclast® 1,5L, utilizando uma carga de
480 FPU.L?, suplementada com a enzima Novozyme® 188 a uma carga de 125
FPU.L?, durante 20 horas, sendo todos os ensaios realizados a 50°C sob uma
velocidade de agitacdo de 600 rpm. Isso corrobora com a perspectiva apontada
anteriormente acerca da adogado de a-amilases em estudos posteriores, com
relacdo a obtencao de melhores rendimentos em termos de glicose.

Vale salientar que a fracdo liquida do cenario para a producéo de etanol
(FL-DE), apresentou concentragbes de glicanas e arabinoxilanas
respectivamente iguais a 47,5 e 15,4 g.L?, o que levanta a perspectiva de que
bons resultados poderiam ser obtidos a partir da hidrolise enzimatica dessa
fracdo liquida. Embora ndo seja parte do escopo dessa pesquisa, tal fracédo
possui potencial para a producéo de etanol, devido a elevada concentracédo de
glicanas no hidrolisado. Em relacdo a esse aspecto, considera-se que menores
cargas enzimaticas poderiam ser utilizadas para hidrolisar os glico-
oligossacarideos na forma de glicose, comparativamente as cargas utilizadas

nesse estudo, para hidrolisar as glicanas da fracdo sélida pré-tratada.

6.6 Analises das cinéticas de producdo de CH4 e biodegradabilidades
anaerobias dos hidrolisados obtidos com o pré-tratamento do bagaco de

malte nas condi¢fes de desejabilidade

A andlise da evolucdo nas concentracdes de um determinado produto
metabodlico de interesse econémico em funcdo do tempo, constitui um dos
objetivos dos estudos cinéticos (SCHMIDELL et al.,2001). Em processos
biotecnolégicos, a concentracdo de microrganismos de interesse € proporcional
a formacdo de produtos, de tal forma que as velocidades instantaneas de
crescimento sao traduzidas pelas inclinacbes das retas tangentes a curva de
ajuste cinético (SCHMIDELL et al.,2001). Assim, apés a inoculacdo do meio de
cultura sob temperatura e agitagdo favoraveis ao crescimento de

microrganismos de interesse econémico, 0s processos de transformacédo do
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substrato em produtos, ocorrem segundo uma série de etapas caracteristicas
(SCHMIDELL et al., 2001).

O modelo cinético de Gompertz modificado foi aquele que melhor
representou a producdo de metano a partir dos testes de BMP, utilizando as
fracOes liquidas resultantes do tratamento da biomassa nas condi¢bes de
desejabilidade, pois ele apresentou os maiores coeficientes de determinacéo
(superiores a 0,97) e os menores valores de RMSE, NRMSE e AIC, sendo
portanto, escolhido como representativo para a estimativa das producdes
especificas de metano. Assim, esse modelo é capaz de prever satisfatoriamente
ao menos 97% dos dados experimentais, valor este ligeiramente superior ao
obtido por Baéta et al.(2016a) e ligeiramente inferior ao obtido por Baéta et
al.(2016) e Adarme et al.(2017) a partir do mesmo modelo cinético. Os
parametros cinéticos das producdes de metano, obtidas a partir dos testes de
BMP, encontram-se indicados a partir da Tabela 13.

Tabela 13 — Par@metros da analise cinética da producédo especifica de metano.

Amostra Modelo P Hm A k1 R?> RMSE NRMSE AIC

FL-TBS1 Gompertz 128,99 24,52 12,26  ----- 0,99 5,95 4,25 202,19
modificado
Primeira 182,39 0,0323 0,79 27,20 19,44 360,77
ordem - e

FL-TBS2 Gompertz 172,27 9,54 1,33 - 098 7,11 4,03 100,18
modificado
Primeira 199,02 --—- 0,0557 0,98 8,65 4,90 107,58
ordem -

FL-DEL Gompertz 263,77 15,13 4,97 = ---—-- 0,99 10,36 3,84 118,23
modificado
Primgia - 0,0457 0,92 29,58 10,97 166,58
ordem 29530  -----

FL-DB1 Gompertz 266,64 22,80 3,93 @ ---—-- 0,97 17,41 6,02 143,13
modificado
Primgia - 0,0606 0,93 29,28 10,13 166,09
ordem 301,98  --—---

FL-DB1L Gompertz 22423 1463 205 = ---- 0,97 14,57 6,13 134,59
modificado
Primeira 265,92 - 0,05657 0,96 16,87 7,10 139,64
ordem -

FL-DB2 Gompertz 272,09 2041 345 - 097 17,49 6,11 143,36
modificado
Primeira 301,87  ---—- 0,0613 0,93 28,37 9,91 164,58
ordem -

FL-DB2L. Gompertz 292,98 17,21 231 @ - 0,97 16,68 5,51 141,08
modificado
Primgia - 0,05680 0,96 23,14 7,65 154,80

ordem 32458  -----

P: producdo maxima de CH, (NmL.g copadic.), Um: taxa de producdo de metano (NmL.diat.g" copadic.), A: fase lag (dia), kq: constante
cinética de primeira ordem (dia*), RMSE: raiz quadrada do erro médio (NmL.g copadic.), NRMSE: raiz quadrada do erro médio
normalizada, AIC : Critério de informagédo de Akaike , R?: coeficiente de determinagéo.
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Segundo Baéta et al.(2016), o acumulo de acidos graxos volateis (AGV’s)
em sistemas anaerébios pode incorrer em um desequilibrio microbiano,
restricbes termodindmicas e cinéticas, comprometendo assim, a producdo de
CHas. Adarme et al.(2017) avaliaram a rota metabdlica predominante a partir das
razdes entre acido acético (A.A) e acido butirico (A.B.) em relacdo ao total de
AGV’s. Nesse caso os autores verificaram que propor¢des de 18,5% e 16,6%,
para ambas relacdes indicaram a predominancia da rota acética. Portanto, pode-
se afirmar que em todos os testes de BMP realizados nesse estudo, a rota
metanogénica foi predominante, pois as relagdes entre as concentracdes de A.A.
e a concentracao total de AGV’s foram inferiores a 10,87%, nao tendo ocorrido
a acumulacao de A.B. em nenhum dos testes.

Santos et al.(2018) também verificaram a predominancia da rota acética
mediante acumulacfes de acido acético e acido propidnico (A.P.) ao final dos
testes de BMP. Por outro lado, os autores também verificaram que as maiores
producbes de CHs nos testes de BMP estiveram relacionadas a baixas
acumulacgdes de acido isobutirico (A.I.B).

As concentracoes de AGV’s nos testes de BMP utilizando as fracbes
liquidas resultantes do pré-tratamento do bagaco de malte nos cenarios

estabelecidos estéo indicadas a partir da Figura 29.

Figura 29 — Concentragoes de AGV’s ao final dos testes de BMP com as fracfes liquidas

resultantes do pré-tratamento do bagaco de malte nas condi¢cdes de desejabilidade.
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Percebeu-se que os testes de BMP realizados com as fra¢des lavadas da
biomassa (FL-DB1L e FL-DB2L) apresentaram menores fases de adaptacao do
qgue as obtidas nas fragBes brutas (FL-DB1 e FL-DB2) (Tabela 13), o que pode
estar associado as reduzidas concentracdbes de HMF e fendis nesses
hidrolisados, devido a sua toxicidade a microbiota (Tabela 11). Porém, os testes
de BMP com as fracbes lavadas da biomassa, apresentaram maiores
acumulacdes de acido isovalérico (A.1.V.) ao final dos testes, comparativamente
as fracbes ndo lavadas nos mesmos cenarios. Isso pode estar atribuido as
maiores concentracdes de FF nesses hidrolisados, comparativamente as fracées
ndo lavadas (FL-DB1 e FL-DB2), indicando que o FF é mais téxico do que o HMF

as bactérias acetogénicas.

6.6.1 Cinéticas de producéo de CH,4 e biodegradabilidades anaerdbias das
FL-TBS1 e FL-TBS2

Os testes de BMP realizados com os hidrolisados obtidos a uma baixa
severidade de tratamento, apresentaram producdes especificas de metano
(CHg), em torno de 139,9 NL.kgcopada. (FL-TBS1) e 176,4 NL.kg*copadd (FL-
TBS2), com biodegradabilidades médias de 39,5% e 49,8%, respectivamente.
No caso da FL-TBS2, a demanda quimica de oxigénio do subtrato ao final do
teste foi de 31,25% da COD de entrada, ou seja, nesse caso, 68,75% da COD
de entrada foi convertida em COD para a producao de metano.

As producdes especificas de CH4 observadas e previstas pelo modelo de

Gompertz mofificado estdo descritas a partir da Figura 30.

Figura 30 — Producdes especificas de CHs observadas nos testes de BMP e previstas pelo
modelo de Gompertz modificado paraa FL-TBS1 (a) e a FL-TBS2 (b).
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Os resultados do teste de BMP com a FL-TBS1 e a FL-TBS2 (primeiro e
segundo testes com a FL-TBS) apresentaram produc¢des de 3,4 e 2,4 mmol de
CH4, e embora as produgdes de CH4 nesses testes tenham sido as menores
dentre os demais, elas foram maiores do que as observadas por Santos et
al.(2018) (90 NL.kg*copadd) € Adarme et al.(2017) (0,157 mmol de CH4), ao
submeterem o hidrolisado da ozonizagdo do bagaco de cana-de-acucar, em um
sistema de digestdo em um Unico estégio.

Embora o hidrolisado obtido com o pré-tratamento de baixa severidade do
bagaco de malte, tenha apresentado uma producédo de CH4 inferior a maioria dos
resultados reportados na revisao de literatura para o bagaco de malte, apenas
Weger et al. (2017) abordou o aproveitamento energético de uma fracdo de
acucares, prontamente disponiveis na superficie da biomassa. Nesse caso, 0s
autores utilizaram a fracao liquida resultante da prensagem mecanica do bagaco
de malte, como substrato na digestdo anaerdbia, obtendo uma producéo
especifica de biogas de 725 L.kg sy, com uma concentragédo de CH4 de 65%.

A adicdo de carvao ativado em pé nos testes de BMP com a FL-TBS2,
proporcionou uma reducdo da fase lag (Tabela 13), um aumento na
biodegradabilidade do hidrolisado e uma producdo de especifica de metano
aproximadamente 26% maior do que a obtida no teste com a FL-TBS1. No
entanto, o incremento na producdo especifica de CH4 foi bastante inferior aos
obtidos por Santos et al.(2018), que verificaram que a adicdo de carvao ativado
em po nos testes de BMP produziram incrementos nas producdes especificas
de CHs de 2,4 a 1,8 vezes.

Embora a fase lag da digestdo da FL-TBS2 tenha sido a menor entre os
demais ensaios (Tabela 13), nesse caso houve também a menor taxa de
producéo de CHa. Isso pode ser decorrente da baixa concentracéo de acucares
no hidrolisado, em torno de 16,6 g.L*de GLU e 3,4 g.L** de ARX. Embora néo
tenham sido identificados furfuraldeidos (FF e HMF) nesse hidrolisado, deve-se
considerar que compostos nitrogenados, advindos das proteinas do bagaco de
malte, podem ter sido extraidos durante o tratamento de baixa severidade. Tal
prerrogativa embasa-se sobre os resultados reportados por Qin et al.(2018), que
obtiveram 65% de remocgdo de proteinas do bagaco de malte com o pré-
tratamento por auto-hidrdlise, utilizando 60°C durante 60 minutos e uma RLS de
40 mL.g™.

125



RESULTADOS E DISCUSSAO

hY

Cabe salientar que os efeitos inibitérios a atividade metanogénica
notificados por Panijicko et al.(2017), foram causados pela presenga de amdnia,
advinda dos altos teores protéicos do bagaco de malte. Segundo Cassini (2003),
a faixa de valores da relagcdo entre carbono e nitrogénio (C/N), favoravel a
atividade metanogénica esta entre 20:1 a 30:1. Porém, Panjicko et al.(2017)
verificaram que o bagaco de malte possui uma relacéo C/N entre 3:1 e 5:1, com
um teor de nitrogénio total médio de 12 g.kg*su. Bougrier et al. (2018) verificaram
teores de nitrogénio similares, em torno de 10,9 g.kglsu para a mesma
biomassa, 0 que os autores consideram uma concentracdo muito alta para a
digestdo anaerobia.

Diante disso, acredita-se que melhores resultados na producdo de CHs a
partir do hidrolisado resultante do tratamento de baixa severidade, possam ser
atingidos em sistemas de co-digestdo com materiais carbonaceos, a fim de
adequar a relacdo C/N. Em relacéo a esse aspecto, estudos posteriores podem
ser direcionados a investigar a co-digestdo anaerobia da FL-TBS e dos
hidrolisados resultantes da auto-hidrdlise do bagaco de malte, abordando
proporcdes diversas entre esses substratos como forma de se obter incrementos
na producédo especifica de CHa.

Embora a fase de adaptacao, no caso do teste de BMP com a FL-TBS1,
tenha sido a maior dentre os demais ensaios, esse foi 0 ensaio que apresentou
a maior taxa de producéo de CH4 (Tabela 13). De acordo com Schmidell et
al.(2001), a fase exponencial é caracterizada pela maxima velocidade especifica
de crescimento, o que pode ser traduzida pelos maiores coeficientes angulares
das retas tangentes ao grafico. Assim, acredita-se que apdés a sintese enzimatica
para o metabolismo das proteinas solubilizadas na FL-TBS1, esses compostos
possam ter contribuido para elevadas taxas de crescimento microbiano.

Apesar das diferencas cinéticas nos ensaios de BMP com a FL-TBS1 e
FL-TBS2, em ambos os casos, a concentracdo média de CH4 no biogas atingiu
valores maximos em torno de 0,543 mol.mol%, por volta do 24° dia apds iniciado
0 experimento. Tais concentracdes assemelham-se as obtidas por Vitanza et
al.(2016), ao alimentarem um reator continuo com bagaco de malte sem
tratamento sob condi¢cbes mesofilicas. Porém nesse caso, 0s autores obtiveram
uma producdo bastante superior de CHa (429 NLkg'sy) e uma

biodegradabilidade do substrato em torno de 81%.
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Deve-se considerar contudo, que o teste de Shapiro-Wilk das amostras
FL-TBS1 e FL-TBS2, apresentou um valor de W (valor do teste) igual a 0,7759
e um valor de p igual a 0.06556. Assim, como o valor de p € maior do que 5%
(nivel de significancia), diz-se que as producdes especificas de CHas referentes
aos testes de BMP com as FL-TBS1 e FL-TBS2 (primeiro e sendo testes com a
FL-TBS) apresentam uma distribuicdo normal. Uma vez verificada a normalidade
dos dados, o teste t de Student revelou um valor de p igual a 0,4649, ou seja,
como p é maior do que 5%, isso indica que as diferencas entre as producdes
especificas de ambos tratamentos (TBS1 e TBS2) ndo sdo significativas. Os

resultados dos testes encontram indicados no ANEXO 2.

6.6.2 Cinética de producéao de CH, e biodegradabilidade anaerébia da FL-
DEL

No cenario estabelelecido para priorizar a producao de etanol (150°C, 60
minutos, 4 mL.g'), percebeu-se que os melhores rendimentos da hidrélise
enzimatica foram obtidos com a biomassa lavada. Logo, nesse cenario tem-se
duas fracdes liquidas resultantes dos pré-tratamentos, sendo uma delas a FL-
TBS (hidrolisado do tratamento de baixa severidade) e a outra, o hidrolisado
resultante da auto-hidrélise do bagaco de malte lavado (FL-DEL). Dessa forma,
os testes de BMP comtemplaram apenas a analise de biodegradabilidade
anaerobia da fracao liquida resultante do tratamento da biomassa lavada (FL-
DEL).

Os testes de BMP utilizando como substrato a FL-DEL, forneceram
producdes especificas de metano em torno de 269,4 NmL.g copadd (345,65
NL.kgsv) ou 326 NmL.gcoprem, apresentando uma biodegradabilidade média
de 76% e uma converséo de 82,7% da COD de entrada no teste para a producéo
de CHs. Nesses ensaios, a concentracdo maxima média de metano no biogas
foi de 0,69 mol.mol, ocorrida por volta do 25° dia apés iniciado o experimento.
As producdes especificas de H> foram despreziveis, com valores em torno de
0,05 NmL.g copada.

A producao especifica de CH4 obtida no ensaio de BMP com a FL-DEL,
assemelha-se com um dos resultados obtidos por Bougrier et al.(2018), com a

digestdo anaerobia do bagaco de malte sem tratamento, apds a suplementacao

127



RESULTADOS E DISCUSSAO

do meio com uma solugdo com uma baixa carga de macro e micronutrientes, em
que a producdo especifica de CHs foi de 266 NmL.g copadd. NO entanto, a
concentracdo de metano no presente estudo foi ligeiramente superior aquela
obtida pelos autores, que obtiveram concentracdes de metano entre 60% e 65%.
Além disso, as concentracdes obtidas nos testes com a FL-DEL assemelham-se
as obtidas por Ezeonu e Okada (1996) (66%), que utilizaram o bagaco de malte
sem tratamento como substrato em um sistema de co-digestao, muito embora a
producéo de CH4 no caso da FL-DEL tenha sido bem maior.

A Figura 31 indica a producao especifica de CH4 observada nos testes de
BMP com a FL-DEL e aquela prevista pelo modelo Gompertz modificado.

Figura 31 — Producao especifica de CH, observada nos testes de BMP e prevista pelo
modelo de Gompertz modificado para a FL-DEL.
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A producdo de CHs4 obtida com a digestdo anaerobia da FL-DEL foi
ligeiramente inferior a obtida por Santos et al.(2018), que submeteram o
hidrolisado obtido por ozonizacdo do bagaco de cana-de-acucar na condicao
DC5 (282 NL.kgcopadd), a digestdo anaerdbia em testes de BMP. No entanto, a
taxa de producdo de CH4 nesse estudo (Tabela 13), foi ligeiramente superior a
obtida pelos autores. Considerando o ajuste cinético de primeira ordem, a
constante cinética obtida durante a digestdo anaerébia da FL-DEL assemelha-
se aguela obtida por Lima et al.(2018) (0,046 dia'!), quando os autores utilizaram
o bagaco de cana-de-acUcar sem tratamento em um sistema de co-digestéo,
muito embora, a producdo especifica de CH4 no caso da FL-DEL, tenha sido

aproximadamente trés vezes maior.
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Além disso, os resultados obtidos com a digestdo anaerdbia da FL-DEL,
em termos da producgdo especifica de metano, foram bastante superiores aos
reportados por Panji¢ko et al.(2017). Porém, nesse caso os autores utilizaram o
pré-tratamento quimico do bagaco de malte com acido cloridrico, submetendo o
hidrolisado em um reator granular e obtiveram uma producéo especifica de CHa
igual a 234 L.kg'sv. Em relacdo a esse aspecto, ressalta-se que o tratamento
hidrotérmico do bagaco de malte na condi¢do DEL, além de ndo demandarem a
utilizacdo de produtos quimicos, proporcionaram a obtencao de um hidrolisado
com maior potencial bioquimico de CHa.

Os ensaios de BMP com a FL-DEL apresentaram uma producéo
especifica de CHa, inferior a maioria dos demais ensaios nos cenarios visando a
producdo de biogas. Essa baixa produgdo de CHj, pode estar atribuida a
acumulacao de AGV’s de cadeia longa, traduzida pela proporcéo entre A.L.V. e
o total de AGV’s, identificada ao final do teste de BMP, que foi de 68,5%, e que
segundo Santos et al.(2018), pode ser um limitante para a atividade acetogénica
do in6culo.

Verificou-se nesse teste, a maior fase de laténcia dentre os cenarios
estabelecidos (tabela 13). Embora tenham sido identificadas pequenas
concentracfes de furfuraldeidos toxicos nesse hidrolisado, acredita-se que a
elevada fase de adaptacédo possa estar associada as baixas concentracfes de
acucares monomeéricos no hidrolisado (Tabela 11), comparativamente aos
cenarios para a producéao de biogas.

Conforme mencionado no item 6.6 desse documento, percebeu-se que a
FL-DEL apresentou a maior diferenca entre as concentracbes de acucares
monomericos e oligoméricos, o que justifica um maior periodo de adaptacéo dos
microrganismos ao substrato, composto sobretudo por oligbmeros de cadeias
longas, devido a severidade mediana do pré-tratamento nesse caso. Além disso,
nesse hidrolisado foi identificada uma baixa concentracéo de acido acético (0,78
g.LY), comparativamente aos demais hidrolisados (Tabela 11), e segundo
Chernicharo et al.(1997), durante a digestdo anaerdbia, o acetato é utilizado por
bactérias metanogénicas acetoclasticas para a producéo de 60 a 70% de toda a
producéo de metano (CHERNICHARO, 1997).

Vale salientar que Carvalheiro et al.(2004) observaram oligossacarideos

com o0 maior grau de polimerizagdo apos submeterem o bagaco de malte ao
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tratamento por auto-hidrélise a 150°C durante 120 minutos, utilizando uma
relacédo sdlido-liquido (RLS) de 8 g.g™'. Interessante observar que, os autores
perceberam que o tratamento do bagaco de malte a 150°C durante 60 minutos,
sob a mesma RLS proporcionou a obtencdo de um hidrolisado contendo uma
concentracdo de 0,73 g.L? de acido acético, valor esse bastante inferior ao
obtido na FL-DE, cujo valor foi de 1,69 g.L. Isso indica que, ao submeter a
biomassa a um tratamento preliminar de baixa severidade, as arabinoxilanas
remanescentes da biomassa tornam-se mais susceptiveis ao ataque radicalar
da fase aquosa, durante o tratamento por auto-hidrdélise posterior. Isso justifica
0s maiores teores de acido acético e FF encontrados na FL-DEL

comparativamente a FL-DE.

6.6.3 Cinéticas de producéo de CH4 e biodegradabilidades anaerdbias das
FL-DB1 e FL-DB1L

Os testes de BMP utilizando como substratos as FL-DB1 e FL-DB1L
(hidrolisados da auto-hidrolise do bagaco bruto e do bagaco lavado na condicao
DB1), forneceram producdes especificas medias de CH4 respectivamente iguais
a 288,9 e 237,5 NmL.g copadic. (0u ainda, 387,9 e 318,9 NmL.g*svadic), com
biodegradabilidades médias de 81,5 e 67,0%, com remocdes de 94,5% e 87,8%
da COD de entrada no teste. As producdes especificas de H> nos ensaios com
a FL-DB1 e FL-DBI1L foram nulas. As concentracdes maximas de metano obtidas
no biogas apresentaram praticamente os mesmos valores em torno de 0,8065
mol.mol, ocorridas por volta do 102 dia apés o experimento ter sido iniciado.

Isso indica que o tratamento hidrotérmico preliminar de baixa severidade,
proposto nesse estudo (80°C, 30 minutos, 10 mL.g™t), ndo afetou a concentracéo
de CHs4 no biogas obtido em relagdo ao primeiro cenario, muito embora a
producéo especifica de metano no ensaio com a FL-DB1 tenha sido em torno de
21,6% maior do que no caso da FL-DB1L. Isso provavelmente ocorre devido as
maiores concentracdes de glico-oligdbmeros e monémeros de glicose e celobiose
na FL-DB1 comparativamente a FL-DB1L (Figura 27).

As producdes especificas de CH4 observadas nos testes de BMP, bem
como aquelas previstas pelo modelo de Gompertz modificado estdo indicadas a

partir da Figura 32.
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Figura 32 — Producao especifica de CH, observada nos testes de BMP e prevista pelo
modelo de Gompertz modificado para a FL-DB1 (a) e FL-DB1L (b).
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Embora a FL-DB1L tenha apresentado uma concentracdo de fendis em
torno de 11% menor do que a FL-DB1 (Tabela 11), o potencial bioquimico de
CHa na fragéo lavada foi cerca de 17,8% menor, comparativamente a fracdo néo
lavada. Deve-se admitir contudo, que, maiores producdes de CH4 no caso da FL-
DB1, podem estar relacionadas as maiores concentracdes de glucanas e
oligoglucanas presentes no hidrolisado, quando comparado as condicbes com
lavagem prévia (FL-DB1L e FL-DB2L) conforme pode ser visto na Figura 27.
Além disso, foi possivel perceber que para todas as condicfes submetidas ao
pré-tratamento em dois estagios a relacdo de ARX e GLU (A/G) foi maior quando
comparado as condicdes em um Unico estagio. Maiores valores dessa variavel
indica que o hidrolisado possui uma predominancia de pentoses, ao passo que
menores valores indicam predominancia de hexoses entre os acucares totais
presentes no meio. Esses resultados indicam que o in6culo usado no presente
estudo para digestdo anaerobia apresentou melhor desempenho no processo
guando alimentados com hidrolisados com predominancia de acucares na forma
de hexoses. Indicando, uma melhor aceitacéo a tais acucares.

Outra observacao interessante, sdo as menores relacées de (HMF/FF)
observadas nos hidrolisados obtidos apds o pré-tratamento por auto hidrélise em
uma Unica etapa (FL-DB1 e FL-DB2). Menores valores dessa relagao indicam
gue o hidrolisado apresenta uma maior predominancia de FF. Em relacdo a esse
aspecto, nas FL-DB1L e FL-DB1 as relagbes entre HMF e FF em ambos
substratos foram respectivamente iguais a 28,2% e 51,9% (Tabela 12). Tais
valores indicam que a menor producgéo de CHs no caso da FL-DB1L, pode estar

atribuida a uma maior proporcdo de FF entre o total de aldeidos toxicos
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observadas neste substrato (FL-DB1L). Em todos os casos observados a FL
gerada durante o pré-tratamento em uma Unica etapa apresentou hidrolisados
com menores proporcdes de FF e maiores proporgbes de hexoses, e
consequentemente a producédo de biogas para estes substratos foram superiores
aos obtidos pelas FL gerada pelo pré-tratamento em duas etapas (FL-DB1L, FL-
DB2L e FL-DEL). Isto indica que a digestdo anaerObia é favorecida em
ambientes com menores concentracdes de FF e maiores concentracfes de
hexoses em relacéo as pentoses.

Tais resultados, corroboram a perspectiva apontada por Baéta et
al.(2016), que mencionam que apenas a massa de acucares monomericos no
hidrolisado, ndo foi suficiente para otimizar a producdo de CH4 a partir da
digestdo anaerobia de hidrolisados hemicelulésicos. Em relacdo a esse aspecto,
ressalta-se que a cinética de producédo de CH4 possa estar relacionada nao
somente a massa de acucares e furfuraldeidos, mas também as suas propor¢cdes
no hidrolisado.

A segunda maior producdo de CH4 dentre os ensaios de BMP, foi obtida
com a FL-DB1. Nesse caso, houve a maior taxa de producédo de CH4 dentre os
ensaios de BMP com as fracdes liquidas resultantes da auto-hidrdlise. Isso pode
estar atribuido as maiores concentracbes de acucares no hidrolisado,
comparativamente a FL-DB1L, mas também a relacdo A/G, cujo valor foi de
aproximadamente 50% (Tabela 11 e Tabela 12).

Curiosamente, a FL-DB2 (segundo cenario) apresentou concentracdes de
GLU e ARX ligeiramente menores do que a FL-DB1 (primeiro cenario) e a
mesma relacdo A/G, o que acarretou uma taxa de producao de CHa ligeiramente
menor. Além disso, a relacdo HMF/FF na FL-DB1 (primeiro cenéario) foi de
aproximadamente 51,9% enquanto no caso da FL-DB2 (segundo cenério) a
relacéo entre esses aldeidos foi de 48,8% (Tabela 12). Ou seja, a ligeira reducéo
na taxa de produgédo de CHs4, no caso dos testes de BMP com a FL-DB2 pode
estar atribuida a uma pequena predominancia de FF sobre o total de aldeidos.

Vale salientar que no caso da FL-DB1L, houve a segunda menor producéo
de CHa, sendo esse valor superior apenas aos resultados obtidos com a FL-TBS.
Além disso, nesse caso, houve a menor taxa de producdo de CH4 dentre os
ensaios de BMP com as fra¢gfes liquidas resultantes da auto-hidrélise (Tabela

13). Embora a FL-DB1L tenha apresentado a maior relagao A/G, dentre todos os
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hidrolisados, nesse caso houve também a menor relagdo HMF/FF (Tabela 12).
Isso corrobora a perspectiva apontada por Santos et al.(2018), ao mencionarem
gue a severidade do pré-tratamento e a quantidade de agucares no hidrolisado
nao sdo necessariamente aspectos para se obter as melhores producdes de
biogas.

Essas observagcOes apontam a perspectiva de que ndo somente a CAH
deva ser considerada como variavel explicativa para a obtencéo de cenérios para
a producédo de biogas, mas também a concentracao total de ARX e GLU, bem
Como a propor¢ao entre esses agucares, pois as maiores taxas de producao de
CH4 obtidas nesse estudo (exceto a obtida com a FL-TBS1), estiveram
relacionadas a proporcdes igualitarias entre as concentracdes de ARX e GLU
(Tabela 12 e Tabela 13). Além disso, ndo somente as concentracdes de aldeidos
pode ser utilizada como variavel explicativa, mas também a proporc¢éo entre HMF
e FF, pois a segunda menor producdo de CHg, dentre todos os testes de BMP,
estiveram associadas a maior proporcéo de FF em relacdo ao total de aldeidos
(Tabela 12 e Tabela 13). Dessa forma, estudos posteriores podem comtemplar
a adocao dessas variaveis a fim de otimizar a producéo de CHa.

Em relacdo a esse aspecto, ressalta-se que as concentracdes de HMF e
FF ndo foram utilizadas como variaveis dependentes na modelagem do processo
de auto-hidrélise, pois esses compostos somente foram identificados nos
hidrolisados dos ensaios cujas temperaturas foram superiores a 160°C (ensaios
2 e 9). Dessa forma, planejamentos experimentais em estudos posteriores,
utilizando-se de temperaturas acima de 160°C, essas variaveis explicativas,
representadas pelas concentracdes de HMF e FF, podem ser Gteis no sentido
da obtencao de novos cenarios para a otimizacéo da producédo de biogas.

Ao final dos testes de BMP, a analise de AGV’s revelou que, no caso da
FL-DB1, ocorreu a menor proporgédo entre A.l.V e o total de AGV’s, dentre os
demais ensaios, cujo valor foi de 55%, o que justifica a elevada producao de
CH4, pois conforme mencionado anteriormente, de acordo com Santos et
al.(2018), a acumulagao de AGV'’s de cadeia longa pode comprometer o volume
e as taxas de producdo de CHa.

Os resultados obtidos no primeiro cenério para a producédo de biogas,
foram superiores aos obtidos por Schumacher et al.(2014), que submeteram a

palha de cevada tratada por explosao a vapor (190°C, 30 minutos) a digestéo
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anaerobia em testes de BMP. Interessante observar as similaridades do primeiro
cenario para a producéo de biogas (180°C, 31 minutos, 5 mL.g?) e as condicdes
operacionais utilizadas por Schumacher et al.(2014), muito embora as
biomassas ndo sejam as mesmas.

Schumacher et al.(2014) obtiveram uma producao especifica de CHa4 de
251 NmL.gsv, embora a producéo especifica da amostra controle (biomassa
bruta) tenha sido apenas 11% menor. Vale salientar que nessa ocasido, 0S
autores utilizaram 400 gramas de in6culo e de 1,2 a 1,8 gramas de solidos
volateis da biomassa. Ou seja, os autores utilizaram uma relacdo alimento-
microrganismo bastante inferior aquela utilizada no presente estudo.

Interessante observar que a producdo especifica de metano no cenario
DB1 (387,9 NmL.g*svadic) foi ligeiramente superior a maxima producéo potencial
obtida por Bougrier et al.(2018), que obtiveram 374 NL.kgsvadic, utilizando um
reator anaerobio continuo operado durante 200 dias, suplementado com uma
baixa carga de nutrientes, para a digestdo anaerobia do bagaco de malte sem
tratamento. Além disso, a producdo especifica de metano no cenario DB1L
(318,9 NmL.gsvadic) foi ligeiramente superior a maxima producdo de metano
relatada por Poulsen et al. (2017), que obtiveram 311 NL.kg'svadic. durante a
codigestao do bagaco de malte sem tratamento, esterco bovino e dejetos suinos.
Nessa ocasido, os autores utilizaram a propor¢des entre os materiais de 83:9:8
em termos de sélidos volateis.

Contudo, o teste de Shapiro-Wilk das amostras FL-DB1 e FL-DBIL,
apresentou um valor de W (valor do teste) igual a 0.81071 e um valor de p igual
a 0.1229. Assim, como o valor de p é maior do que 5% (nivel de significancia),
diz-se que as producdes especificas de CHs4 referentes aos testes de BMP com
as FL-DB1 e FL-DB1L apresentam uma distribuicdo normal. Uma vez verificada
a normalidade dos dados, o teste t de Student revelou um valor de p igual a
0,3688, ou seja, como p é maior do que 5%, isso indica que as diferencas entre
as producdes especificas de ambos tratamentos (DB1 e DBI1L) ndo séao

significativas. Os resultados dos testes encontram indicados no ANEXO 2.
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6.6.4 Cinéticas de producado de CH,4 e biodegradabilidades anaerdbias das
FL-DB2 e FL-DB2L

Os testes de BMP, que utilizaram como substratos as FL-DB2 e FL-DB2L
(hidrolisados da auto-hidrélise do bagaco bruto e do bagaco lavado na condicao
DB2) como substratos na digestdo anaerdbia, forneceram producdes especificas
médias de CH4 respectivamente iguais a 286,2 e 302,4 NmL.g  copadic. (OU ainda,
345,0 e 344,1 NmL.gsvadic.), com concentracdes maximas de CHa de 0,773 e
0,681 mol.mol, ocorridas durante o 112 e o 25° dias desde que o experimento
foi iniciado. Em ambos ensaios ndo houve formacdo de Hz. As
biodegradabilidades médias do substrato estiveram em torno de 81,8 e 85,3%,
tendo havido uma conversao de 68,3% e 67,7% da COD de entrada no teste.

As producdes especificas de CH4 observadas nos testes de BMP com as
FL-DB2 e FL-DB2L, bem como aquelas previstas pelo modelo cinético de
Gompertz modificado, encontram-se indicadas a partir da Figura 33.

Figura 33 — Producéo especifica de CH, observada nos testes de BMP e prevista pelo
modelo de Gompertz modificado para a FL-DB2 (a) e FL-DB2L (b).
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A produgéo especifica media de CH4 nos cenarios DB2 e DB2L (345,6
NmL.gsvadic) foi ligeiramente inferior a méaxima producédo referenciada por
Ferreira (2013), que obtiveram 370 NmL.g svadic. N0os testes de BMP, utilizando
0 bagaco de malte pré-tratado por explosdo ao vapor (170°C, 5 minutos) na
digestdo anaerdbia. Segundo a autora, pré-tratamentos hidrotérmicos com
valores de severidade superiores a 3,5 tendem a proporcionar valores
decrescentes de biodegradabilidade do substrato durante a digestdo anaerdébia.

De fato, comparando o primeiro e o segundo cenarios de producdo de

biogéas, cujas severidades dos tratamentos foram de 3,45 e 3,74, no caso das
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fracOes brutas do bagaco de malte (FL-DB1 e FL-DB2), houve um pequeno
decréscimo na producao especifica de metano. Porém, no caso das fracdes
lavadas, o segundo cenério (DB2L) apresentou uma producédo especifica de CH4
27,3% maior do que a do primeiro cenario (DB1L).

Embora Santos et al.(2018) mencionem que a acumulagao de AGV’s de
cadeia longa em sistemas anaerdbios pode reduzir as producdes volumétricas e
as taxas de producédo de CHs4, as maiores producdes observadas (FL-DB2L)
estdo associadas a uma relagao entre A.L.V. e o total de AGV’s de 66,7%. No
entanto, no caso da FL-DB2L, ocorreram as menores razdes obtidas entre as
concentragdes de A.A., A.P. e A.1.B. em relagdo a concentragao total de AGV’s,
cujos valores foram respectivamente iguais a 5,12%, 10,43% e 5,25%.

No caso dos testes de BMP com a FL-DB2, houve a terceira maior
producdo de CHs4, e embora as relagbes entre A.A., A.P. e A.l.B. e o total de
AGV’s, tenham sido ligeiramente inferiores as apresentadas no caso da FL-DB1
(segunda maior produgédo de CHjs), nesse caso, a relagéo entre A.l.V. e o total
de AGV'’s foi de 61,7%. Contudo, esses ndo devem ser fatores considerados
isoladamente, pois no caso da FL-DB2L, a razdo entre ARX e GLU foi a segunda
maior dentre os demais hidrolisados (76,4%), o que segundo Baéta et al.(2016),
pode favorecer as maiores producdes de metano, devido a alta quantidade de
pentoses. Dessa forma, a maior producdo de CH4 no caso da FL-DB2L pode
estar associada também a reduzida concentracdo de compostos fendlicos
(Tabela 11), pois nesse caso a concentracao de fendis foi em torno de 19,7%
menor do que na FL-DB2. Isso pode ser avaliado a partir da Tabela 13, que
mostra que a fase de adaptacao dos microrganismos (fase lag) foi menor no caso
dos testes de BMP com as fracdes lavadas.

No entanto, apesar da FL-DB2 ter apresentado um menor potencial
bioquimico de metano, comparativamente a FL-DB2L, deve-se considerar que
as concentracdes de CH4 foram em torno de 13,1% maiores do que as obtidas
com a FL-DB2L. Além disso, as taxas de producdo de CH4 (Tabela 13) no caso
dos testes de BMP com a FL-DB2 foram cerca de 18,6% maiores do que no caso
da FL-DB2L. Embora as concentracdes de fendis na FL-DB2 tenham sido
maiores do que na FL-DB2L (Tabela 11), deve-se considerar que as relagdes
entre as concentracoes de HMF e FF em ambos ensaios foram de 48,8% e

32,6%, respectivamente. Ou seja, existe uma maior propor¢ao de FF e o total de
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aldeidos no caso da FL-DB2, o que pode justificar a sua menor producéo de CHa,
comparativamente a FL-DB2L.

Vale salientar que a cinética dos ensaios do segundo cenério para a
producdo de biogas apresentaram uma fase de crescimento linear mais curta em
relacdo aos ensaios do primeiro cenario (Figuras 31 e 32). Isso pode ser
decorrente de uma menor quantidade de xilo-oligossacarideos e uma maior
guantidade de acucares monomericos presentes nas FL-DB2 e FL-DB2L, devido
a maior severidade do pré-tratamento. Vale salientar que em processos
biotecnoldgicos, a fase de desaceleracédo (posterior a fase de crescimento linear)
ocorre em detrimento de um esgotamento de componentes no meio de cultura,
ou ainda pelo acumulo de metabdlitos inibidores (SCHMIDELL et al.,2001),
nesse caso representados respectivamente por oligbmeros e AGV'’s.

Interessante ressaltar que, embora o modelo de Gompertz modificado
seja capaz de prever satisfatoriamente mais de 97% dos dados experimentais,
a cinética de producédo de biogas, na maioria dos casos houve um ponto de
inflexdo em que a curva de producao especifica muda de concavidade, criando
dois patamares em momentos distintos (Figura 32), o que indica que houve uma
desaceleracao nas taxas de crescimento microbiano, possivelmente devido aum
esgotamento dos agucares no hidrolisado e/ou a acumulagao de AGV'’s.

Salienta-se portanto, que o teste de Shapiro-Wilk com as amostras FL-
DB2 e FL-DB2L, apresentou um valor de W (valor do teste) igual a 0.97606 e um
valor de p igual a 0.8785. Assim, como o valor de p é maior do que 5% (nivel de
significancia), diz-se que as producdes especifica de CH4 referentes aos testes
de BMP com as FL-DB2 e FL-DB2L apresentam uma distribuicdo normal.
Avaliada a normalidade dos dados, o teste t de Student revelou um valor de p
igual a 0,5217, ou seja, como p é maior do que 5%, isso indica que as diferencas
entre as producdes especificas de ambos tratamentos (DB2 e DB2L) ndo séo

significativas. Os resultados dos testes encontram indicados no ANEXO 2.

6.6.5 Andlise estatistica das producdes especificas de CH4

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou que as produc¢des especificas de CH4
de todos os testes de BMP, n&o possuem uma distribuicdo normal, pois o valor

de p calculado foi igual a 0,03863, ou seja, menor do que 5% (nivel de
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significancia). As transformac¢des dos dados utilizando o inverso, a raiz quadrada
e o logaritmo neperiano ocasionaram valores de p, respectivamente iguais a
0,003068; 0,02156 e 0,01145, no teste de Shapiro-Wilk, ou seja, de toda forma,
os dados ndo possuem uma distribuicdo normal. Uma vez comprovada a nao-
normalidade dos dados, o teste de Fligner-Killeen revelou um valor de p igual a
0,04888, ou seja, o0 valor de p ligeiramente menor do que 5% indica que ndo ha
homocedasticidade dos dados, ou seja, as variancias das produc¢des especificas
de CHs né@o sdo homogéneas. Portanto, ndo havendo normalidade e
homocedasticidade dos dados, o teste de Kruskal-Wallis revelou um valor de p
igual a 0,1271 ou seja, como p € maior do que 5% isso indica que ndo ha
diferencas significativas entre os cenarios.

Vale salientar que excetuando-se do conjunto de dados, as producdes
especificas de CHs obtidas com a FL-TBS1, o delineamento inteiramente
casualizado apresentou valores de p dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente iguais a 0,08416 e 0.6711, ou seja, nesse caso os dados
possuem normalidade e homocedasticidade. Diante dessas condicbes a ANOVA
revelou um valor de p igual a 0,0823, ou seja, como p é maior do que 5%, nao
existem diferencas significativas entre os cenarios, com relacéo as producdes
especificas de CH4. De fato, o teste de Tukey confirmou que ndo existem
diferencas significativas entre os cenarios. Os resultados dos testes estatisticos

encontram indicados no ANEXO 2.

6.7 Analise da eficiéncia energética das condicdes de desejabilidade

Os valores utilizados para estimar a eficiéncia energética dos pré-
tratamentos do bagaco de malte nas condi¢cfes de desejabilidade, encontram-se
na Tabela 14. Os balancos de energia foram positivos em todos os cenarios
estabelecidos, ou seja, a energia térmica recuperada a partir da queima do
biogas em um sistema CHP, é capaz de suprir a energia térmica demandada
para promover o tratamento da biomassa, gerando um saldo energético térmico
passivel de ser utilizado para suplementar a energia térmica no processo de
producéo de cerveja, contribuindo para reducdo de combustiveis fosséis usados

nas etapas que envolvem aquecimento no processo de producdo de cerveja,
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além de gerar energia elétrica que pode ser usada nas proprias unidades
industriais.

Tabela 14 — Parémetros utilizados no calculo das eficiéncias energéticas dos pré-tratamentos do
bagaco de malte nas condicfes de desejabilidade.

Parametros FL-TBS FL-DB1 FL-DB1L FL-DB2 FL-DB2L FL-DEL
PEM 0,17644 0,2889 0,23752 0,30238 0,28616 0,26945
(Nm?®.kg*copadic.) ' ' ’ ' 0 0
CODr (kg.LY) 0,0512 0,1128 0,1022 0,097 0,0706 0,0686
k (L.kg™) 6,8523 4,334 4,1429 4,9775 4,3895 1,8765
KTBS (kgkg_l) ---------- 0,748146 _____ 0,748146 0,748146
Ter (K) 353,15 453,15 453,15 453,15 453,15 423,15
RLS (kg.kg?) 10 5 5 55 55 4
Ebiogés (MJ.kg%) 1,18 2,69 1,43 2,63 1,34 0,49
Ebiogas (adicional)
(Mlkgty
------ 1,18 - 1,18 1,18
Eeterica (KWh kg?) 0,178 0,403 0,214 0,394 0,200 0.075
Eelétrica (adicional)
(kwhkgt
————— 0,178 - 0,178 0,178
Epr (MJ.kg?) 0,08 0,81 0,81 0,81 0,81 0,56
EpT(adicional)
(Mlkgty)
..... 0,08 0,08 0,08
AE (MJ.kg) 1,10 1,88 1,73 1,83 1,63 1,03

Tais resultados mostram que o bagaco de malte, sendo gerado em
grandes quantidades durante todo o ano, pode ser direcionado a um novo
método de manejo, a fim de promover utilizacées mais nobres para esse residuo.
Vale salientar que a energia elétrica recuperada a partir da queima do biogas em
um sistema CHP, pode ser utilizada como fonte alternativa a energia fornecida
pelas concessionarias de eletricidade, contribuindo ainda mais para o conceito
de sustentabilidade ambiental. Porém, deve-se ressaltar que o saldo de energia
gerado nas condi¢cdes em que o tratamento hidrotérmico em duas etapas foi feito,
foram, apesar de balancos positivos, menores que o0s obtidos para o tratamento
em uma Unica etapa.

Embora o saldo de energia dos cenarios considerando o pré-tratamento

em duas etapas foram menores que os observados para o pré-tratamento em
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uma etapa, ressalta-se que apenas o saldo energético da queima do biogas
produzido pela FL-TBS, € capaz de suprir a demanda por energia térmica para
o tratamento de baixa severidade e para os pré-tratamentos por auto-hidrélise,
mesmo nas condi¢cdes mais severas (DB1L e DB2L) comtempladas nesse
estudo. Além disso, as biomassas que foram tratadas em duas etapas
apresentaram uma maior acessibilidade enzimatica, o que representa uma
vantagem competitiva do tratamento hidrotérmico em duas etapas quando o
objetivo do pré-tratamento converge para a obtencéo de etanol celulésico.

Em relacéo a recuperacéo final de energia obtida considerando a queima
do biogas gerado pela digestdo anaerdbia das correntes liquidas do pré-
tratamento, observou-se que 0s processos em uma Unica etapa geraram mais
energia livre de retorno. A producéo de CHs a partir da FL-DB1 foi a segunda
maior entre os demais ensaios (288,9 NL.kg'cop), de modo que a queima do
CH4 produzido em um sistema de CHP, é capaz de gerar a maior quantidade de
energia térmica, com valores em torno de 2,69 MJ.kgls, além de uma
guantidade de energia elétrica correspondente a 0,403 kWh.kgps. No entanto,
para promover o pré-tratamento da biomassa nessa condi¢do (180°C, 31 min, 5
mL.g?), é necessario utilizar um montante de energia térmica equivalente a 0,81
MJ.kg s, 0 que resulta em um saldo de energia térmica de 1,88 MJ.kgps.

No caso da FL-DBI1L, embora essa fracdo tenha apresentado a segunda
menor producédo de CH4 (237,5 NL.kg'cop), 0 cenario DB1L foi aquele que
proporcionou a terceira maior recuperacado energética. Ressalta-se que a
energia térmica recuperada pela queima do biogas é proporcional a COD do
hidrolisado e ao volume recuperado apés o pré-tratamento, e por esse motivo a
recuperacao energética ndo pode estar vinculada somente ao volume de biogas
produzido. No caso do cenario DB1L, por exemplo, a producdo de biogas,
considerando a producado da FL-TBS e da FL-DBI1L, foi em torno de 43,3% maior
do que a obtida no cenario DB1.

Considerando apenas o tratamento de baixa severidade, a queima do
biogas produzido pela FL-TBS é capaz de gerar uma energia térmica de 1,18
MJ.kg's € uma energia elétrica correspondente a 0,178 kWh.kglps.
Considerando que a energia demandada no tratamento de baixa severidade é
de 0,08 MJ.kg'ps, nessa condicéo ocorre um saldo de energia térmica de 1,10

MJ.kg. Considerando esse saldo de energia térmica e assumindo que a energia
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demandada para o pré-tratamento por auto-hidrélise do bagaco lavado no
cenarios mais severos (DB1L e DB2L) é de 0,81 MJ.kg s, a queima do biogas
produzido com a FL-TBS € capaz de suprir a demanda energética para o pré-
tratamento por auto-hidrolise, restando ainda ao final desse processo um saldo
de 0,29 MJ.kgps.

Dessa forma, toda a energia térmica obtida pela queima do biogas
produzido na segunda etapa de pré-tratamento, torna-se livre para ser
aproveitada em outros processos, uma vez que a energia demandada no
tratamento em duas etapas € suprida apenas pela queima do biogas produzido
pela FL-TBS. Isso demonstra a eficiéncia da remocdo de acucares livres da
biomassa com o tratamento de baixa severidade e que a destinacdo para a
producdo de biogas torna mais atrativos os tratamentos posteriores por auto-
hidrélise.

Assim, a queima do biogas gerado com a FL-DB1L produz uma energia
térmica de 1,43 MJ.kg? e cerca de 0,214 kwh.kg'ss. Porém o tratamento da
biomassa nesse cenario demanda uma energia térmica de 0,81 MJ.kg*cop, 0
gue resulta em um saldo de energia térmica de 0,63 MJ.kgss, que somado as
energias recuperadas da FL-TBS (1,10 MJ.kg?ss de energia térmica e 0,178
kWh.kgps de energia elétrica), resultam em um saldo total de cerca de 1,73
MJ.kgtps € 0,392 kWh.kgps.

No caso da FL-DB2, embora a sua producéo de CH4 tenha sido a terceira
maior dentre os ensaios de BMP (286,2 NL.kg'cop), nesse caso houve a
segunda maior recuperacdo de energia térmica. Assim, a queima do CHa
produzido pela FL-DB2 em um sistema CHP, fornece uma energia térmica de
2,63 MJ.kgss € uma energia elétrica de 0,422 kWh.kg1ps. Porém, o tratamento
da biomassa demanda um montante de energia térmica de 0,81 MJ.kgs, 0 que
fornece um saldo de energia térmica de 1,83 MJ.kgps.

Comparativamente, a producdo de CHs a partir do cenario DB2L,
proporcionou a obtencéo de um volume de metano em torno de 67% maior do
gue no cenario com a FL-DB2, considerando as producdes de CHs da FL-TBS e
FL-DB2L, no entanto com uma recuperacao energética em torno de 11% menor
do que a obtida no caso da FL-DB2.

Conforme mencionado anteriormente, apenas a queima do biogas gerado

pelo hidrolisado de baixa severidade é capaz de suprir a demanda térmica do
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tratamento em duas etapas, fornecendo um pequeno saldo de energia térmica
(0,29 MJ.kgss) e elétrica (0,178 kWk.kgps). Por sua vez, a queima do biogas
gerado a partir da FL-DB2L é capaz de produzir um montante de 1,34 MJ.kg s
de energia térmica e 0,200 kWh.kgys de energia elétrica, que somadas as
energias recuperadas a partir da FL-TBS, fornecem um saldo de 1,63 MJ.kg s
e 0,378 kWh.kgps.

Por fim, o pré-tratamento por auto-hidrélise na condicdo DEL (15°C, 60
min, 4 mL.g'') demanda um total de 0,56 MJ.kg2ys de energia térmica, o que
representa uma quantidade maior do que aquela oferecida pela queima do
biogas produzido nessa condicdo. Ou seja, a queima do biogas gerado pela FL-
DEL em um sistema CHP fornece uma energia térmica de 0,49 MJ.kg1ps € 0,075
kWh.kg?ps de energia elétrica, representando um déficit de energia térmica de
0,07 MJ.kgss.Porém nesse caso, ocorre um saldo positivo de energia térmica
apenas devido ao biogas produzido pela FL-TBS, que promove um saldo positivo
de energética térmica nesse cenario. Ou seja, quando as energias recuperadas
da fracdo FL-TBS (1,10 MJ.kg'ws de energia térmica e 0,178 kWh.kglss de
energia elétrica) sdo somadas a esse déficit, ocorre um saldo positivo de 1,03
MJ.kg'es de energia térmica além de 0,253 kWh.kgss de energia elétrica.

Tais resultados demonstram que o potencial de geracdo energética a
partir do pré-tratamento hidrotérmico em duas etapas do bagaco de malte &
inferior ao caso da biomassa tratada em uma Unica etapa. No caso dos cenarios
para a producdo de biogas, o tratamento em duas etapas ndo mostrou ser
eficiente para aumentar os ganhos energéticos a partir da digestdo anaerébia
dos hidrolisados, de modo que nos dois cenarios, os saldos energéticos foram
menores do que no caso das biomassas tratadas em um estagio. Contudo,
considerando apenas o tratamento hidrotérmico de baixa severidade, o potencial
de geracdo de metano dos acucares nao-ligados da biomassa demonstrou ser
compensatorio, uma vez que para extrai-los € necessaria uma pequena energia
térmica, correspondente a apenas 6,8% da energia recuperada pela queima do
biogéas gerado a partir da FL-TBS.

Considerando que a producédo de cerveja no Brasil no ano de 2016 foi de
14,1 bilhdes de litros de cerveja (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA
E ABASTECIMENTO, 2017), e admitindo que a producdo de bagaco de malte

seja aproximadamente 200 gramas por litro de cerveja produzido (NIGAM,

142



RESULTADOS E DISCUSSAO

2017), entdo no ano de 2016, o pais foi responsavel pela geracdo de 2,82
milhdes de toneladas de bagaco de malte. Admitindo que o bagaco de malte
possui em torno de 80% de umidade (WEGER et al., 2017), esse montante
representa cerca de 564 mil toneladas de bagaco de malte em base seca. Assim,
se todo o bagaco de malte gerado no Brasil fosse conduzido ao manejo através
do cenario DB1, seria possivel gerar no ano de 2016, em torno de 1060,32 TJ
de energia térmica e 227,2 GWh de energia elétrica.

Bliml (2008) apud Weger et al.(2016) menciona que a energia térmica
especifica demandada por cervejarias é de 1,188 MJ.L. Ou seja, considerando
a energia térmica recuperada a partir do cenario DB1, no ano de 2016 seria
possivel gerar um montante de energia suficiente para produzir 892,5 milhdes
de litros de cerveja, o que corresponde a cerca de 6,33% da producéo de cerveja
nacional. Considerando que uma demanda mensal média por energia elétrica de
aproximadamente 150 kWh por residéncia (valor proximo a média brasileira), e
supondo que toda a producdo de bagaco de malte no ano de 2016 fosse
destinada ao cenario DB1, estima-se que a queima do biogas produzido em um
sistema CHP, seria capaz de produzir um montante de energia capaz de suprir
a demanda de cerca de 126222 residéncias anualmente. Dessa forma, o bagaco
de malte possui uma importancia estratégica para a implementacdo do conceito
de sustentabilidade ambiental no pais, podendo ser adotado como uma
biomassa alternativa para geracdo de energia. Ou seja, o bagaco de malte,
nessa condicdo, deixa de ser um passivo ambiental para se tornar um insumo
importante na industria de cerveja, na forma de biogas, complementando a sua
demanda por energias de origem fossil.

Comparando os resultados obtidos na melhor condicdo apontada neste
trabalho (DB1), com os resultados apontados por Weger et al.(2016), verificou-
se gue no presente estudo foi gerada uma producdo volumétrica de biogas em
torno de 1,57 vezes maior (ou seja, 0,1765 m3.kg'ps comparativamente a 0,1125
m3.kgss), com uma concentracdo de CHs4 no biogas 15% maior (80%
comparativamente a 65%). Além disso, considerando um teor de 80% no bagaco
de malte (WEGER et al., 2016), a producdo de CH4 a partir da 4gua extraida com
a prensagem do bagaco de malte, e a sua queima em sistema CHP, foi capaz
de produzir uma quantidade de energia térmica de 1,51 MJ.kg',s e energia
elétrica de 0,219 kKWh.kg'ss (WEGER et al., 2016). Tais resultados foram
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inferiores ao obtido na condicdo DB1, que considerando as eficiéncias térmica e
elétrica utilizadas pelos autores (58% e 35%, respectivamente), € capaz de
apontar um montante de 2,4 MJ.kgys de energa térmica e 0,344 kWh.kg s de
energia elétrica, o que indica que o tratamento hidrotérmico na condi¢éo
apontada (DB1) é mais vantajoso do que o tratamento mecéanico do bagaco de
malte utilizado por Weger et al.(2016).

Os valores dos saldos energéticos dos cenarios ndo possuem
normalidade e homocedasticidade, pois os testes de Shapiro-Wilk e Fligner-
Killeen apresentaram valores de p, respectivamente iguais a 0,03344 e 0,04738.
Apés a transformacgédo dos dados, o teste de Shapiro-Wilk apresentou valores de
p iguais a 0.007515; 0.02605 e 0.01845, ou seja, de qualquer forma os dados
nao possuem uma distribuicdo normal. Porém, o teste de Kruskal-Wallis
apresentou um valor de p igual a 0,115; ou seja, ndo existem diferencas
significativas entre os saldos energéticos obtidos nos cenarios estabelecidos. Os
resultados dos testes estatisticos dos saldos energéticos encontram-se
indicados no ANEXO 3.

As Figuras 34, 35, 36, 37 e 38 representam os fluxogramas através dos
guais sado indicados os balancos de massa e energia, respectivamente para os
cenarios DB1, DB1L, DB2, DB2L e DEL.
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Figura 34 — Balan¢os de massa e energia para o cenario DB1
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Figura 35 — Balan¢cos de massa e energia para o cenario DB1L
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Figura 36 — Balancos de massa e energia para o cenario DB2
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Figura 37 — Balancos de massa e energia para o cenario DB2L
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Figura 38 — Balan¢cos de massa e energia para o cenario DEL
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7 CONCLUSOES GERAIS

O pré-tratamento hidrotérmico de baixa severidade possibilitou a remogéo
de uma grande quantidade de aculcares oligoméricos adsorvidos a superficie da
biomassa. Tais aclUcares advem do processo de produgcdo do mosto, sendo
constituidos em sua maioria de glicanas. Apds o tratamento de baixa severidade
percebeu-se um enriquecimento da biomassa em termos de agucares, sobretudo
arabinoxilanas, em detrimento de uma reducdo em termos dos teores de sélidos
insolUveis em acido e extrativos organicos.

O tratamento preliminar de baixa severidade (TBS) proporcionou uma
maior acessibilidade enzimatica dos sélidos pré-tratados por auto-hidrélise,
refletida nos maiores rendimentos da hidrdlise enzimatica, observados para as
fracOes solidas geradas pelas condicbes DEL, quando comparado com as
fracOes geradas pelas condigdes DE. Além disso, devido a remocgao de glicanas
prontamente solUveis da biomassa no tratamento de baixa severidade, houve
uma menor formacdo de 5-hidroximetil-2-furfuraldeido durante o processo
posterior de auto-hidrélise do bagaco de malte.

Porém, observou-se uma maior formacdo de acido acético e 2-
furfuraldeido, pois ao remover esses acucares nao-ligados durante o TBS, as
arabinoxilanas da biomassa tornaram-se mais susceptiveis ao ataque radicalar
da fase aquosa, sofrendo reacdes de desidratacdo. Apesar disso, nos testes de
avaliacdo do potencial bioquimico de metano, feitos com os hidrolisados
resultantes da auto-hidrolise de biomassas previamente tratadas em duas
etapas, houve uma menor fase de adaptacéo (fase lag), possivelmente devido a
uma maior concentracdo de acido acético nesses hidrolisados.

Os maiores rendimentos da hidrdlise enzimatica foram obtidos a partir do
coquetel 50:50 (50% de Cellic CTec 2 e 50% de Cellic HTec 2), o que indica que
as arabinoxilanas ndo reativas da biomassa atuam como barreiras a
acessibilidade enzimatica, pois ao se utilizar uma maior proporcao de xilanases
no coquetel enzimatico (comparativamente ao coquetel 85:15), houve um maior
rendimento em termos de glicose. Isso foi verificado devido aos maiores
rendimentos da hidrélise enzimatica da fracdo solida gerada nos cenarios para
a producdo de biogas, em que maiores severidades dos pré-tratamentos

ocasionaram uma maior remocéo de hemicelulose da biomassa.
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Verificou-se que a cinética de producdo de metano possui relacdes
intrinsecas com outras variaveis ndo analisadas. Como por exemplo, avaliou-se
gue as maiores taxas de producédo de metano foram obtidas nos hidrolisados
gue possuiam ndo somente as maiores concentracbes de acUcares
oligoméricos, mas sobretudo esse efeito foi observado nos hidrolisados com as
menores propor¢cdes de pentoses e 2-furfuraldeido.

Embora a maior producdo de metano tenha sido observada no cenério
DB2L, verificou-se que o saldo da recuperacéo de energia para a condicdo de
pré-tratamento térmico em duas etapas foi menor do que em uma Unica etapa,
pois, a energia recuperada a partir da queima do biogas foi ligeiramente menor
do que na condicdo em que a biomassa foi tratada em uma Unica etapa. O
primeiro cenario para a producao de biogas (DB1) demonstrou ser o mais viavel
dentre os cenarios analisados, pois, além de oferecer uma recuperacéo
energética em torno de 2,66% maior do que o segundo cenario (DB2), o pré-
tratamento da biomassa nessa condi¢cdo, necessita de um tempo de reacéo
48,3% menor, o que possibilita uma maior capacidade de producao do reator de
auto-hidrdlise por unidade de tempo.

De forma geral € possivel concluir que a inclusdo da etapa de pré-
tratamento de baixa severidade é eficiente para hidrélise enzimatica e que
guando o objetivo € maximizar a recuperacao de produtos a partir do bagaco de
malte, o melhor fluxograma de processo deve considerar a etapa de pré-
tratamento de baixa severidade com o aproveitamento da energia térmica e
elétrica advinda do biogas gerado a partir da FL-TBS (1,18 MJ.kgesc™ e 0,178
kWh.kgesc™.), pré-tratamento por auto hidrélise (180°C, 31 min e 5 mL.g?)
seguido da hidrélise enziméatica da fracdo sélida (73,8% e 22,6 Qgicose.L ™) €
aproveitamento da energia térmica e elétrica advinda do biogas gerado pela FL-
DB1L (1,43 MJ.kgesc? e 0,214 kWh.kgssc™?). Um valor de saldo de energia
térmica e elétrica positivas de respectivamente, 1,71 MJ.kgssc' e 0,392

kWh.kgesc™?, ja considerando os gastos com as duas etapas de pré-tratamento.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Um dos aspectos mais limitantes nesse trabalho foi compreender o
comportamento da variavel remocao de soélidos insolluveis em &cido, pois devido
ao seu comportamento irregular, a modelagem do processo de auto-hidrélise
apresentou algumas limitacbes. Dessa forma, acredita-se que a quantificacéo
dos teores de proteinas, especialmente para o bagaco de malte, seja importante
para compreender 0s processos de remocao dos constuintes da biomassa, por
advento dos pré-tratamentos. Ao compreender os teores de sélidos insollveis
em &cido e os teores de proteinas, a quantificacéo dos teores de lignina poderia
ser feita mediante a diferenga entre ambos componentes.

A quantificacdo dos teores de proteinas no hidrolisado resultante do pré-
tratamento de baixa severidade pode auxiliar na melhoria dos processos de
producdo de metano, visto que a compreensdo da relacdo entre carbono e
nitrogénio pode subsidiar o processo decisorio quanto a adog¢do de materiais
carbonaceos para adequar o substrato da digestao anaerdbia. Em relacéo a esse
aspecto denota-se a possibilidade de melhorias na cinética de producdo de
metano mediante a co-digestdo do hidrolisado obtido no tratamento de baixa
severidade e dos hidrolisados resultantes da auto-hidrdlise do bagaco de malte.

Um aspecto interessante a ser abordado é a hidrolise enzimatica dos
hidrolisados obtidos com a auto-hidrolise do bagaco de malte bruto, posto que
as concentracoes de glicanas nesses substratos é bastante elevada. Acredita-
se que menores cargas enzimaticas possam ser utilizadas para bons
rendimentos em termos de glicose. O uso de imagens de microscopia eletrénica
de varredura e de técnicas de difracao de raios-X podem auxiliar na compreeséo
da recalcitrancia da biomassa e cristalinidade da celulose, orientando o processo
decisorio acerca do pré-tratamento da biomassa para a producdo de etanol
celulésico. Além disso, a adogao de a-amilases e proteases nos coquetéis
utilizados para a hidrélise enzimatica do bagaco de malte pode reduzir a
necessidade do uso de elevadas cargas enzimaticas. Nao obstante, a utilizacéo
de menores razdes liquido-solido e a recarga de solidos durante a hidrolise
enzimatica podem permitir a obtencdo de solugbes com uma maior concentragdo

de glicose.
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Planejamentos experimentais comtemplando um maior ndmero de
investigacbes entre as temperaturas de 160°C e 200°C s&o validos para
compreender a cinética de degradacgéo dos acUcares da biomassa. Percebeu-se
que as concentracdes de 2-furfuraldeido e 5-hidroximetil-2-furfuraldeido, bem
como a relagéo entre esses valores pode ser Util para aumentar a compreensao
acerca da digestdo anaerobia dos hidrolisados resultantes da auto-hidrélise do

bagaco de malte.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Anédlises de variancia (ANOVA)

Tabela 15 — Analise de variancia do modelo representativo da variavel PM.

Fator Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de p
quadrados liberdade médio
t 262,416 1 262,416 20,9105 0,003799
t? 0,361 1 0,361 0,0288 0,870924
T 634,542 1 634,542 50,5631 0,000389
T? 1550,592 1 1550,592 123,5579 0,000032
RLS 8,117 1 8,117 0,6468 0,451929
RLS? 30,983 1 30,983 2,4689 0,167179
tT 0,445 1 0,445 0,0355 0,856818
t.RLS 42,190 1 42,190 3,3619 0,116414
T.RLS 24,253 1 24,253 1,9326 0,213852
Erro 75,297 6 12,54952
Soma total 2604,218 15
R?=0,97109; R?(ajustado) = 0,92772
Tabela 16 — Analise de varidncia do modelo representativo da variavel RG.
Fator Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de p
quadrados liberdade medio
t 130,407 1 130,407 92,556 0,002384
t? 41,705 1 41,705 29,600 0,012192
T 1818,430 1 1818,430 1290,629 0,000047
T? 938,390 1 938,390 666,021 0,000128
RLS 74,290 1 74,290 52,727 0,005389
RLS? 4,238 1 4,238 3,008 0,181263
tT 0,833 1 0,833 0,592 0,856818
t.RLS 0,405 1 0,405 0,287 0,497833
T.RLS 40,271 1 40,271 28,582 0,629038
F;.'lit‘ge 193,631 3 64,544 45,810 0,005267
Erro puro 4,227 3 1,409
Soma total 3263,769 15

R2=0,93938; R?(ajustado) = 0,84844
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Tabela 17 — Analise de variancia do modelo representativo da varidvel RX.

Fator Soma dos Grausde Quadrado ValordeF Valor dep
guadrados liberdade médio
t 1275,204 1 1275,204 143,2235 0,001255
t2 51,562 1 51,562 5,7911 0,095318
T 1031,812 1 1031,812 115,8872 0,001714
T? 2155,403 1 2155,403 242,0825 0,000577
RLS 24,793 1 24,793 2,7846 0,193768
RLS? 13,535 1 13,535 1,5202 0,305400
tT 145,107 1 145,107 16,2976 0,027340
t.RLS 3,305 1 3,305 0,3713 0,585366
T.RLS 1,206 1 1,206 0,1354 0,737310
F:j'tt;tge 252,003 3 84,001 9,4345 0,0048893
Erro puro 26,711 3 8,90359
Soma total 5063,808 15

R?=0,94496; R?(ajustado) = 0,8624

Tabela 18 — Analise de varidncia do modelo representativo da variavel RSIA.

Fator Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de p
quadrados liberdade medio
t 33,519 1 33,519 1,53918 0,302921
t? 5,064 1 5,064 0,23254 0,662640
T 952,600 1 952,600 43,74289 0,007038
T? 223,818 1 223,818 10,27759 0,049111
RLS 13,135 1 13,135 0,60317 0,493984
RLS? 33,721 1 33,721 1,54845 0,301725
tT 260,864 1 260,864 11,97872 0,040610
t.RLS 0,000 1 0,000 0,00000 0,998954
T.RLS 23,049 1 23,049 1,05838 0,379273
F;.'lit‘ge 399,455 3 133,152 6,11426 0,085592
Erro puro 65,332 3 2177725
Soma total 1994,655 15

R?=0,76698; R?(ajustado) = 0,41746
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Tabela 19 — Analise de variancia do modelo representativo da varidvel RHE.

Fator Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor dep
guadrados liberdade médio
t 34,3737 1 34,3737 7,41194 0,072397
t? 6,4075 1 6,4075 1,38165 0,324616
T 138,8914 1 138,8914 29,94889 0,011995
T? 23,3231 1 23,3231 5,02912 0,110698
RLS 1,4471 1 1,4471 0,31204 0,615417
RLS? 4,2077 1 4,2077 0,90729 0,411105
tT 21,0864 1 21,0864 4,54683 0,122740
t.RLS 64,1830 1 64,1830 13,83966 0,033803
T.RLS 3,5842 1 3,5842 0,77286 0,444060
F:j'tt;tge 143,172 3 47,7241 10,29065 0,043539
Erro puro 13,9128 3 4,637613
Soma total 433,5306 15

R?=0,63766; R?(ajustado) = 0,09415

Tabela 20 — Analise de varidncia do modelo representativo da varidvel CAH.

Fator Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de p
quadrados liberdade medio
t 0,70574 1 0,70574 5,19181 0,107078
t? 0,48780 1 0,48780 3,58850 0,154492
T 0,43781 1 0,43781 3,22076 0,170592
T? 1,60161 1 1,60161 11,78230 0,041461
RLS 5,15116 1 5,15116 37,89462 0,008626
RLS? 0,00099 1 0,00099 0,00725 0,937502
tT 0,57950 1 0,57950 4,26307 0,130902
t.RLS 0,00285 1 0,00285 0,02099 0,893984
T.RLS 0,08524 1 0,08524 0,62705 0,486276
F;.'lit‘ge 0,97778 3 0,325927 2,39769 0,245703
Erro puro 0,40780 3 0,1359337
Soma total 10,58258 15

R2=0,86907; R?(ajustado) = 0,67267
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ANEXO 2 - Analises estatisticas das producdes especificas de CH4

Tabela 21 — Resultados do teste Shapiro-Wilk para as produc6es especificas de CHa.

Cenarios w Valor de p

TBS1e TBS2 0,77590 0,06556

DBl e DB1L 0,81071 0,12290

DB2 e DB2L 0,97606 0,87850
TBS1, TBS2, DB1, DBI1L,

DB2, DB2L & DEL 0,86744 0,03863
TBS2, DB1, DBIL, DB2,

DB2L e DEL 0,87862 0,08416

Tabela 22 — Resultados do teste t de Student para comparacdo das producoes especificas de CHa.

Cenarios t Graus de liberdade Valor de p
TBS1 e TBS2 -1,0795 1,0804 0,4649
DB1e DBIL 1,5073 1,0238 0,1229
DB2 e DB2L -0,78729 1,7919 0,5217

Tabela 23 — Resultados do teste de Fligner-Killeen para as producdes especificas de CHa.

Cenarios Qui-quadrado Graus de liberdade Valor de p
TBS1, TBS2, DB,
DB1L, DB2, DB2L ¢ 12,654 6 0,04888
DEL

Tabela 24 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis para as producfes especificas de CHa.

Cenarios Qui-quadrado Graus de liberdade Valor de p
TBS1, TBS2, DB,
DB1L, DB2, DB2L ¢ 12,654 6 0,04888
DEL

Tabela 25 — Resultados do teste de Bartlett para as producdes especificas de CHa.
Cenarios Qui-quadrado Graus de liberdade Valor de p

TBS2, DB1, DBIL,
DB2, DB2L e DEL

9,9429 5 0,1271

Tabela 26 — Analise de variancia (ANOVA) dos valores de produg6es especificas de CHa (exceto o
cenario TBS1).

Soma dos Graus de Quadrado Valor de F Valor de p
guadrados liberdade médio
Cenérios 21785,7 5 4357,1 3,4398 0,08228
Residuos 7600,2 6 1266,7

Nivel de confianca = 10%
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Figura 39 — Grafico de Tukey para as produc¢des especificas de CH,

95% family-wise confidence level
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ANEXO 3 - Analises estatisticas dos saldos energéticos obtidos

Tabela 27 — Resultados do teste Shapiro-Wilk para os saldos energéticos dos cendrios estabelecidos.
Cenarios W Valor de p

TBS1, TBS2, DB1, DBLL,
DB2, DB2L e DEL

0,86295 0,03344

Tabela 28 — Resultados do teste de Fligner-Killeen para os saldos energéticos dos cenarios
estabelecidos.

Cenarios Qui-quadrado Graus de liberdade Valor de p
TBS1, TBS2, DB1,
DBIL, DB2, DB2L e 12,738 6 0,04738
DEL

Tabela 29 — Resultados do teste de Kruskal-Wallis para os saldos energéticos dos cenarios
estabelecidos.

Cenarios Qui-quadrado Graus de liberdade Valor de p
TBS1, TBS2, DB1,
DBIL, DB2, DB2L e 10,237 6 0,115
DEL
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