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RESUMO

No processo de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica sdo gerados compostos
fendlicos e furaldeidos que inibem as enzimas e leveduras utilizadas nas etapas de
sacarificacao e fermentagao alcodlica. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar adsorventes de baixo custo para a remoc¢ao dos compostos inibidores gerados
no pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acgucar. Os materiais utilizados
para a producao dos adsorventes foram a fuligem do bagaco de cana-de-agucar e o
carvao de casca de coco, ambos residuos agroindustriais. Fuligens de duas usinas
foram avaliadas (denominadas fuligem A e B), sendo realizada a ativagao fisica da
fuligem B e do carvdo de casca de coco. Os adsorventes foram caracterizados pela
estrutura de poros, grupos funcionais, carga da superficie e cristalinidade. Todos os
adsorventes apresentaram caracteristicas acidas com baixos valores de pHpcz, entre
2 e 2,7 para a faixa de pHs avaliados (2 ao 10), exceto para o carvao ativado de casca
de coco que foi negativo em toda a faixa de pHs. Entre os adsorventes avaliados, a
fuligem B ativada e o carvdo ativado de casca de coco se destacaram nas
propriedades estruturais, contudo, todos os adsorventes avaliados foram efetivos na
remocao de inibidores e proporcionaram o aumento de glicose na hidrélise enzimatica
da celulose, com ganhos de até 52%. Esse efeito positivo também foi observado na
fermentacao alcodlica realizada na presenca do licor tratado, sendo que o carvao de
casca de coco se destacou pela alta eficiéncia na remocao dos furaldeidos. Os
resultados demonstraram que o uso de adsorventes obtidos a partir de residuos
agroindustriais, como a fuligem de bagacgo de cana-de-agucar e o carvao ativado de
casca de coco, para remover os inibidores podem efetivamente aumentar a eficiéncia
da hidrélise enzimatica da biomassa lignocelulésica e da fermentacao alcodlica, com

desempenhos semelhantes aos do carvao ativado comercial.

Palavras chaves: fuligem de bagaco de cana-de-agucar, carvao ativado de casca
de coco, remocao de inibidores, hidrélise enzimatica, fermentagéo alcodlica.



ABSTRACT

The pretreatment of lignocellulosic biomass generates phenolic compounds and
furaldehydes that inhibit the enzymes and yeast used in the process of hydrolysis of
cellulose and alcoholic fermentation. In this context, the aim of this work was to
evaluate low-cost adsorbents for the removal of the inhibitors generated in the liquid
hot water pretreatment (LHW) of sugarcane bagasse. The materials used to obtain the
adsorbents were sugarcane bagasse fly ash and coconut shell charcoal, both
agroindustrial residues. Fly ashes from two sugarcane mills were evaluated (named
as fly ash A and B), and physical activation of the fly ash B and the coconut shell
carbon was also performed. The adsorbents were characterized by pore structure,
groups and surface charge, and crystallinity. The activation of the fly ash B resulted in
an expressive increase in the surface area and the pore volume of the adsorbent. The
structural properties of activated fly ash B showed features less microporous than
coconut shell charcoal. All the values of pHpcz of the adsorbents were between 2 and
2.7 for the range of pHs evaluated (2 to 10), except for coconut shell activated carbon
that was negative throughout the pH range. Nevertheless, all the adsorbents assessed
were effective on the removal of inhibitors and provided the increased glucose in the
hydrolysis of cellulose, with gains up to 52%. This positive effect was also observed in
the alcoholic fermentation carried out in the presence of the treated liquor, with the
coconut shell coconut being very efficient in the removal of the furaldehydes. The
results showed that the use of sugarcane bagasse fly ash and the coconut shell
activated carbon to remove the inhibitors could increase the efficiency of the enzymatic
hydrolysis of the lignocellulosic biomass and the alcoholic fermentation, with
performance comparable to the one of commercial activated carbon.

Keywords: sugarcane bagasse fly ash, coconut shell activated carbon, inhibitors

removal, enzymatic hydrolysis, alcoholic fermentation.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt n et e sennens 1
2. OBUETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e sans e e e e e e e e e e e e e annnnneeees 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 4
3.1 Conversao da biomassa vegetal em biorrefinarias ..........cccccoeiiiiiiiiieeiinnnns 4
3.2 Tipos de pré-tratamento da biomasSa .........ceeeeieriiiiiiiiiiiieeee e 4
3.2.1 Pré-tratamentos hidrotérmiCos ......oovvveieeeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
3.2.2 Inibidores gerados No pré-tratamento ... 7
3.2.3 Compostos fendlicos derivados de lignina .............eeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeee e 8
KR I Yo [<To] (o= Lo J NPT PPRRPPT 14
3.3.1 Adsorventes para a remogao de compostos fenolicos........ccevvveveeeveeeeeeeeeeeee. 17
3.3.2 Interagdes envolvidas na adsorcao dos compostos fendlicos em carvao ativado
.................................................................................................................................. 19
4. MATERIAIS E METODOS ...ttt ee e 22
4.1 Preparagao da fuligem A ... 22
4.2 Preparagao da fuligem B ... 22
4.3 Preparacao do carvao ativado de casca de COCO .......uuuvueerrrrreremeeeeennnnennnnnnnnnns 22
4.4 Caracterizagdo d0S adSOIVENTES .....ooouiiiiiiiieee ettt 23
4.4.1 Area superficial @ VOIUME & POIOS ........ceoveuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
4.4.2 Difragao de raios X...ooooiiiiiieii e 23
4.4.3 Determinacdo do potencial zeta.........cooovieiiiiiiiii 23
4.4.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)........... 24
4.5 Ensaios de adsorgao dos compostos fenodlicos .........cueevveeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 24
4.5.1 Adsorcao em batelada com amostras sintéticas .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeee 25
4.5.2 Determinacao das isotermas e CinétiCas.........cccceeeeeeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 26
4.5.3 Adsorgao em batelada com a fracdo liquida do pré-tratamento....................... 27
4.5.4 Determinagao dos compostos fenOliCoS........cccvuviiiiiieiiiieeeee e 28
4.6 Ensaios de hidrolise enzimatiCa..........cccuueeiiiiieee e 29
4.6.1 Testes de hidrolise da CelUfloK ............oeveiiiiiiiii e 29
4.6.2 Testes de hidrolise do bagaco hidrotérmico aplicando a fuligem A.................. 30

4.6.3 Testes de hidrélise do bagaco hidrotérmico aplicando a fuligem B ativada e o
(o= AV T I=V1\Y2=To (oo (=R or=FTor= Wo [=TX o7 Lo o 1N 31



4.6.4 Testes de fermentagao alCoOlICA. .......uuviiieiiiiiiiiiiieeee e 31

4.6.5 Determinac@o de gliCOSE .....coovviiiiiiiiieee e 32
4.6.6 Determinacao de agucares redutores totais (ART) .cooeeeeieiiiciiiiiiieeeeeeeeee, 32
4.6.7 Determinacao de HMF, furfural e etanol no HPLC ..........cooovviiiieiiiiieieieeeeee 33
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...ttt 34

5.1 Caracterizagcao d0S adSOIVENTES ........uuuuueeeeeriiieeeiieeaeereeeeennesaneeennnnnnsnnnnsnsnnnnnnn 34
5.1.1 ESTrUtUra dOS POFOS .....eeeeieeiieee ettt e e e e e e 34
5.1.2 Potencial Zeta........coooeeee e 38
5.1.3 Grupos funcionais da superficie dos adsorventes.........ccccceeveeeieeieeeeeeeeeeeeeeee, 40
5.1.4 Estrutura dos adsorventes........cooveiiiiiiie e 42

5.2 Estudo de adsorcao dos compostos fendlicos sintéticos............uuveveveeeevennnnnns 43
5.2.1 Testes preliminares para a escolha da carga de adsorvente utilizada no estudo
(o L= T To [<To] (o= Lo TP PP SRP 44
5.2.2 Avaliag&o do efeito do pH Na adSOrGa0........ooeuuviiiiiiiiie e 44
5.2.3 Avaliagéo do efeito da temperatura Na adSOrGa0 .......ceeeeviiiiviiiiiiiieee e 46
5.2.4 1SOtermas de @0SOIGAO ... .eeieiiii et e ettt e e e e 47
5.2.5 Cinéticas de adsor¢cao dos compostos SiNtEtiCOS ........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 53
5.2.6 Estudo de adsorcao de coquetel de inibidores.........coovvvvveeeiiieiiieeeeeeeeee, 54

5.3 Estudo de inibiGao eNzZiMALICA ......ceeeeeiiiiiiiiiiie e 58

5.4 Estudo de hidrélise enzimatica ap6és remocao de inibidores do coquetel........ 65

5.5 Estudo de hidrolise enzimética ap6s remocao de inibidores do licor do pré-
(0= 1 =10 01T 01 (o TR PP 68

5.5.1 Hidrélise enzimatica do bagaco-de-cana inserindo a fuligem A no processo...68

5.5.2 Hidrélise enzimatica do bagago-de-cana com o licor tratado pela fuligem A....73

5.5.3 Estudo de reprodutibilidade de inibigdo do licor LHW ..o, 75
5.5.4 Hidrélise enzimatica do bagago-de-cana com o licor tratado pela fuligem B e
fuligem B ativada..........oooeviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 78
5.5.4 Hidrdlise enzimatica do bagaco-de-cana com o licor tratado pelo carvao
V(A= (o oo [N or=EToz= Wo [N oo Lofe J 81
5.6 Fermentacao apo6s detoxificacao dos iNibidOres............evvveeeeeeeeeieeeiieiiiinininnnns 84
5.7 Estudo de minimizagcédo da quantidade de adsorvente para tratar o licor do pré-
tratamento dO DAGAGO ... ... ettt b aannnannnnne 88
B. CONGCLUSOES.....coctoiiiiiieieteie ettt 92
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.......cooi e 94

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 95



Apéndice A — Absorbancia do acido tanico e da vanilina............ccccceeeiieeeiinineenn. 109
Apéndice B — Isotermas de adsorcao/dessorcao de N2dos adsorventes ............... 110
Apéndice C — Distribuicao de poros obtida pelo método BJH. .........cccceeiiiiinnnnneen. 113
Apéndice D — Deducéao da derivada da Equacgéo 8 com relacao a Ci. ....cceeeeeeee. 116



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Pré-tratamento da biomassa e geragéo de inibidores. ..........ccccccceeeeeinnnnes 5
Figura 2 — Estrutura quimica da lignina.........cccueeiiiieeii e 9
Figura 3 - Hidrolise de ligacdes B-O-4 durante o processo de explosao a vapor........ 9

Figura 4 — Mecanismo proposto de degradacao da lignina no pré-tratamento

01T g0 1= 1 0 01 o'o TP 10
Figura 5 - Estrutura quimica da (a) vanilina e do (b) acido tanico. ..........ccccccceeeennes 25
Figura 6 — Estufa utilizada para os experimentos realizados em tubos..................... 26
Figura 7 — Isoterma de adsorgao/dessorcao de Na. ...........eueveueeiiiieiirmieiiiineeieeeeennenens 35

Figura 8 — Distribuicao de poros diferencial dos adsorventes obtida pelo método

1D PO PRSPPI 36
Figura 9 — Potencial zeta dos adSOrventes. ... 39
Figura 10 - FTIR dOS @dSOrVENTES. ....cooiiiiiiieeeeeeee e 41
Figura 11 — DRX d0OS @dSOIVENTES. ...cooiiiiiiieiiiiee et 43

Figura 12 - Remocéao dos compostos em relacao ao teor de fuligem A em pH 5, 30
B O ST I 1 o] o PP PPPRR 44

Figura 13 — Efeito do pH na adsor¢ao dos compostos fenélicos em fuligem A (a) e
carvao ativado de casca de coco (b) para 2 e 1% (m/v) de adsorvente,
respectivamente, 30 %C € 30 MM, ....uuuiiiiiiiii e 46

Figura 14 - Efeito da temperatura na adsorcdo dos compostos fendlicos em fuligem
A (a) e carvao ativado de casca de coco (b) para 2 e 1% (m/v) de adsorvente,
respectivamente, 30 %C € 30 MM, ....uuiiiiiiiiiie e 47

Figura 15—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em fuligem A em pH 5, 30
B O TC0  1 o] o  FP U PT U SSTPPPPRR 49

Figura 16—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em fuligem B ativada em pH
I {0 B O T {0 I o o o PP PSP 49

Figura 17—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em carvao ativado de casca
de coco em PH 5, 30 °C € 30 MPM. oo e e e e e e e neneees 49

Figura 18—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em CACempH 5,30 ‘C e
G0 o o PP 50



Figura 19 — Cinética de adsorcao de vanilina (a) e acido tanico (b) para 5% (m/v) de
fuligem Aem 30 °C,pH5e 30 rpme Code B g/L. .o 54

Figura 20 — Concentracao de fendlicos do coquetel C1,0HF para diferentes carga de
adsorvente. Condigdes experimentais: 30 °C, pH 5 € 30 rpm. .....ccevveiiiiiiiiiiiieeeennenn. 55

Figura 21 — Isotermas de equilibrio para a adsorcao do coquetel de fendlicos na
fuligem B, fuligem B ativada e no carvao ativado de casca de coco. ......cccccceeeeennn.. 55

Figura 22 — Hidrdlise da celulose utilizando 3 FPU/g na presenca de fendélicos
sintéticos (1 € 3 g/L), HMF (1 g/L) e furfural (3 g/L)...cc.uvueeeeeeeiieiiiieeeeee e 59

Figura 23 — Estrutura dos compostos fendlicos sintéticos utilizados na hidrélise
eNZiMAtiCa da CEIUIOSE. .. ... e e e e e e e nnneeees 61

Figura 24 — Porcentagem de inibi¢cdo da hidrélise da celulose na presenca somente
de acido tanico e dos coquetéis em diferentes concentragdes de acido tanico. ....... 63

Figura 25 - Hidrolise enzimatica da celulose aumentando a carga enzimatica para o
controle (hidrélise em tampéao sem inibidores) e na presenca do coquetel (a) e a
porcentagem de iNIDIGAO (D). ..ooeeeeeeeeee e 65

Figura 26 — Hidrdlise enzimatica da celulose na presenca do coquetel de inibidores
tratado pela fuligem B ativada. Condicbes da reacdo: 3 FPU/g de enzima em 50 °C,
pH 5, 24 h e 30 rpm. Controle: hidrélise em tampao sem inibidores. ...........cccc......... 66

Figura 27 — Hidrdlise enzimatica da celulose na presenca do coquetel de inibidores
tratado pelo carvao ativado de casca de coco. Condicbes da reacao: 3 FPU/g de
enzima em 50 °C, pH 5, 24 h e 30 rpm. Controle: hidrélise em tampao sem

T 0] T o =T P 67

Figura 28 — Cinética de adsorcao dos compostos fendlicos do licor na fuligem A para
5% (m/v) de adsorvente, 50 °C, pH 5 € 30 rPM....ccooiiiiiiiiieeee e 69

Figura 29 — Hidrdlise do bagaco de cana-de-agucar com a fuligem A inserida no
processo em 50 °C, 30 rpm por 24h (B — bagaco de cana-de-agucar, E — enzima, L —
licor, F5 — fuligem A (5%), T — Tampao pH 5, E6h — enzima adicionada 6 h apés a

=0 (ST ] o= To ) ARSI 70

Figura 30 — Porcentagem de aumento na concentracao de glicose adicionando a
fuligem A ou o carvéao ativado na hidrélise, em pH 5, 50 °C, 30 rpm por 24h. .......... 73

Figura 31 — Hidrélise enzimatica do bagaco LHW ap6s a adsorcao dos fenélicos do
licor (L — Licor, LTra — Licor tratado pela fuligem A e LTcac — Licor tratado pelo
CANVAO ALIVATO). e iieeieeeeee e 74

Figura 32 - Adsorgao de agucares na fuligem A € N0 CAC. ......coooiiieiiiiiiieee i 75



Figura 33 — Liberacao de glicose para 4 pré-tratamentos realizados nas mesmas
condig¢des (195 °C, 10 min.). Condi¢des: 10% de sélidos (m/v), 50 °C, pH 5, 30 rpm,
24 h. Controle: hidrélise em tamp8o pH 5. ....oooiiiiii e 76

Figura 34 - Hidrélise enzimatica do bagaco LHW apds a adsorcao dos fendlicos do
licor com a fuligem B. L — Licor, LTrs — Licor tratado com 5% (m/v) fuligem B.
FENOIICOS (G AGE/L) .ttt e e e e e e e e eanes 78

Figura 35 — Adsorcao do licor na fuligem B ativada em 30 °C, pH do licor (3,6) e 30
rpm para diferentes cargas de adSOrVENte. ........ccueeeiiiiiiiiee i 79

Figura 36 — Hidrdlise enzimatica do bagaco LHW ap6s a adsorgcéo dos fenélicos do
licor com a fuligem B ativada. L — Licor, LTx%— Licor tratado por 1, 2, 3, 4 e 5% de
fuligem B ativada, respectivamente. Fenolicos (g AGE/L). ... 80

Figura 37 - Adsorcéo do licor PT3 no carvao ativado de casca de coco em 30 °C, pH
do licor (3,6) e 30 rpm para diferentes cargas de adsorvente. .......cccceeeeeeeeeeeeeeeenennn. 81

Figura 38 - Hidrélise enzimatica do bagaco LHW apds a adsorcao dos fendlicos do
licor com o carvao ativado de casca de coco (CACO). L — Licor, LTx%— Licor tratado
por 1, 2 e 3% de CACO, respectivamente. Fendlicos (g AGE/L). ......coooviiveieennenn. 82

Figura 39 - Hidrélise enzimatica do bagaco aumentando a carga enzimatica para o
controle (hidrélise em tampao sem inibidores) e na presenca do licor PT3. ............. 84

Figura 40 - Fermentacéao alcodlica apos hidrélise de celulose na presenca do
coquetel C1,0HF tratado com 2% de fuligem B ativada. Concentracées de HMF,
furfural (FUR) e fendlicos totais (mg AGE/L) sdo apresentadas antes e depois da
adsorcao (ads). Controle: Fermentacao da glicose obtida da hidrélise em tampéao pH
D et e e e e e e ——eeeeea———eeeeai——eeeeaa——eeeeeaataeeeeaaateeeeeaanreeeeeaanaeeeeaans 85

Figura 41 - Fermentacéao alcodlica da glicose na presenca do licor do bagacgo-de-
cana LHW tratado com 5% (m/v) de carvao ativado comercial (CAC), 3% (m/v) de
fuligem B ativada (FBA) e 2% (m/v) de carvao ativado de casca de coco (CACO).
Controle: fermentagao da glicose em tampao pH 4,6. .....ooooiiiiiiiiiiiiei e, 87

Figura 42 — Isoterma do licor PT3 na fuligem B ativada (a) e no carvao ativado de

(oz= T or=We (=N oo oTo I { o) PN P SRR 90
Figura 43 - Absorbancia do acido tanico em diferentes concentragdes. ................. 109
Figura 44 — Absorbancia da vanilina em diferentes concentragdes. ........ccccccoeeu... 109
Figura 45 — Isoterma de adsorgao/dessorcao da fuligem A. ..........eeeiiiiiiiiiieiininnnnnns 110
Figura 46 - Isoterma de adsorgao/dessorgao da fuligem B. ...........oevveiiiiiiiiiiiiiinnnns 110

Figura 47 - Isoterma de adsorg&o/dessorcao da fuligem B ativada...........c............. 111



Figura 48 - Isoterma de adsorcao/dessorcao do carvao ativado de casca de coco.

................................................................................................................................ 111
Figura 49 - Isoterma de adsorcao/dessorgcao do carvao ativado comercial. ........... 112
Figura 50 - Distribuicdo de poros BJH da fuligem A...........ooueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiens 113
Figura 51 - Distribuicdo de poros BJH da fuligem B............ouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 113
Figura 52 - Distribuicdo de poros BJH da fuligem B ativada. ............cccccuvvvvvvirnnnnnnnes 114
Figura 53 - Distribuicdo de poros BJH do carvao ativado de casca de coco........... 114

Figura 54 - Distribuicdo de poros BJH do carvao ativado comercial. ...................... 115



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Efeitos dos pré-tratamentos na composicao fisica/quimica ou estrutura da
[IGNOCEIUIOSE. ...ttt e e e e e e e e nn e e e e e e e e e e e eanes 6

Tabela 2 — Trabalhos encontrados sobre a inibicdo de enzimas do complexo

(o3 (U] o] 11 oo TS OSPR 11
Tabela 3 — Concentragéo de fendlicos utilizados nos coquetéis. ........ccccevvrniiinnnen. 30
Tabela 4 — Propriedades estruturais dos poros dos adsorventes.........cccccvevvvvunnnnnnnn. 37

Tabela 5 — Grupos funcionais correspondentes as bandas obtidas no FTIR dos
=10 £ 0] Y=Y 1 (=T 7RSS 42

Tabela 6 — Coeficiente de correlagao (R?) e critério de informagédo de Akaike (AlCc)
das equacoes das isotermas utilizadas para descrever os dados experimentais. ....51

Tabela 7 — Parametros estimados das equacdes das isotermas utilizadas para
descrever 0s dados eXPerimentaiS. ......coovviieiiiiiiiiie e 52

Tabela 8 - Constantes das isotermas de Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson
para a adsorcao do coquetel C1,0HF ... 57

Tabela 9 — Percentual de remocao dos fendlicos totais do licor em diferentes pHs
(3,3 € 5) e temperatura de adsorcao (30 e 50 °C) com 5% (m/v) de adsorvente. .....68

Tabela 10 — Porcentagem de aumento de glicose e ART das hidrélises adicionando
= (0] o T=T g g = Tl o] fo ot =T TSP 72

Tabela 11 — Tempos despendidos para o0 aquecimento do reator PARR e
concentragdes de fendlicos lIDerados. ... 77

Tabela 12 - Concentracdes de inibidores antes e apds a adsor¢ao. LT — licor tratado;
CAC - carvao ativado comercial; FBA — Fuligem B ativada; CACO — carvao ativado
(o [oRor=FYor= W [ o]0 Lot o JA S SSOSRR R 86

Tabela 13 — Parametros utilizados para os calculos da quantidade minima de
adsorvente em dOiS ESTAQIOS. ...coi i 90



1. INTRODUCAO

No processamento da biomassa lignocelulésica para a producdo de
etanol de segunda geracao (2G) e outros bioprodutos sdao gerados compostos que
prejudicam as reagdes bioquimicas subsequentes de hidrolise enzimatica e
fermentacao alcodlica a medida que a lignina e os acucares vao sendo degradados
(Mes-Hartree e Saddler, 1983; Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996; Mosier et al., 2005; Ko
etal., 2015). A degradacao da lignina resulta na liberacdo de compostos fenélicos que
podem inibir as enzimas durante a reacdo de hidrélise, bem como as leveduras no
processo de fermentacao alcodlica (Ximenes et al., 2010; Kim et al., 2011; Ximenes
etal., 2011; Mhlongo et al., 2015; Malgas et al., 2016; Qin et al., 2016). Na degradacao
dos acucares sao gerados hydroximetilfurfural e furfural, que sao inibidores das
leveduras (Palmqvist et al., 1996; Palmqvisti et al., 1999; Michelin et al., 2016; Kim et
al.,, 2013; Ximenes et al., 2010; Ximenes et al., 2011). Portanto, sdo necessarios
métodos para a remocao destes compostos inibidores, a fim de melhorar o rendimento
do processo de producao do etanol 2G e outros bioprodutos em futuras biorrefinarias.

Dentre os métodos que vem sendo aplicados para a remocao destes
compostos inibidores incluem-se os métodos bioldgicos, fisicos e quimicos (Mussato
e Roberto, 2004). Métodos como a degradacao biolégica, por exemplo, podem ser
prejudicados pela acao inibidora dos fendlicos quando as bactérias estdo em contato
com altas concentracbes destes compostos, limitando o processo (Tziostzios et al.,
2005). Entre os métodos fisicos, a evaporag¢do a vacuo é uma alternativa, mas tem
como desvantagem o aumento da concentragcdo de compostos ndo-volateis toxicos
(extrativos e derivados de lignina) (Mussato e Roberto, 2004). Em relacdo aos
métodos fisicos, a adsor¢cdo é uma técnica que esta sendo cada vez mais aplicada
para a remocao de compostos organicos e inorganicos, tendo o carvao ativado como
um dos adsorventes mais utilizados. Apesar de o carvao ativado ser um dos materiais
mais promissores como adsorvente para remocado dos inibidores gerados no
processamento da biomassa lignoceluldsica, existem materiais alternativos que
podem substitui-lo, reduzindo os custos de processo (Wong et al., 2018).

Foram encontrados na literatura diversos trabalhos sobre materiais
residuais/alternativos que podem ser utilizados como adsorventes de compostos
fendlicos, mostrando-se tao efetivos quanto o carvao ativado convencional (Rengaraj

et al.,, 2002; Ahmaruzzaman e Sharma, 2005; Arellano-Cardenas et al., 2005;



Mukherjee et al., 2007; Makrigianni et al., 2015). A fuligem do bagaco de cana-de-
acucar € um exemplo de residuo agroindustrial, cujo potencial para a aplicacdo como
adsorvente para a remocao de fenol de solugdo aquosa ja foi demonstrado (Gupta et
al., 1998; Sarkar e Acharya, 2006; Srivastava et al., 2006; Srivastava et al., 2008; Shah
etal.,, 2011). A fuligem é gerada ap6s a carbonizacao incompleta do bagaco utilizado
como combustivel em caldeiras de usinas sucroalcooleiras (Lado et al., 2016),
possuindo alto teor de carbono ndo queimado (Batra et al., 2008). Outro material que
possui potencial para a adsorcao de compostos fenélicos é o carvao ativado de casca
de coco, uma vez que também é proveniente de um residuo agroindustrial e diversos
trabalhos ja relataram a capacidade de adsorcédo de fendlicos para este adsorvente
por processos fisicos e/ou quimicos (Singh et al., 2008; Din et al., 2009; Kurniawan et
al., 2010; Kulkarni et al., 2013).

Apesar do potencial ja demonstrado desses adsorventes originados de
residuos de materiais lignocelulésicos para a remocao de compostos fendlicos, ainda
nao ha estudos que avaliem a sua aplicacao no contexto de biorrefinarias visando a
remocao dos compostos inibidores gerados na etapa de pré-tratamento da biomassa
vegetal, justificando esta proposta de tese de doutorado.



2. OBJETIVOS
O objetivo principal deste trabalho foi a avaliagdo de adsorventes obtidos

a partir de residuos agroindustriais para a remocao dos compostos fendlicos e

furaldeidos gerados na etapa de pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-

acucar.

Para atingir objetivo principal, as seguintes etapas foram realizadas:

a)

Caracterizacao dos adsorventes (fuligem do bagaco de cana e
carvao ativado de casca de coco) pelas medidas de area superficial
especifica (método BET), grupos funcionais superficiais pela técnica
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), carga superficial pela medida do potencial zeta e a
cristalinidade por difratometria de raios X (DRX) a fim dar suporte aos
resultados de adsorcdo dos compostos de interesse;

Estudo da adsorcdo de compostos fendlicos sintéticos (vanilina e
acido tanico) em diferentes condicbes de pH e temperatura, bem
como o levantamento das isotermas e das cinéticas de adsorcao, a
fim de entender o comportamento da adsor¢cao de dois compostos
modelos de degradacédo da biomassa lignocelulésica presentes no
licor do pré-tratamento;

Estudo de reacao de hidrélise enzimatica da celulose na presenca de
compostos fendlicos e furaldeidos, individualmente e em coquetéis;
Remocéao dos inibidores de um coquetel de compostos fendlicos e
furaldeidos e avaliacdo do efeito da remocéao nas etapas de hidrélise
enzimatica e fermentagao alcodlica;

Remocdo de inibidores de amostras reais (licor/fracdo liquida)
provenientes do pré-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-
acucar e posterior hidrélise enzimatica com o licor tratado;

Fermentacao alcodlica na presenca do licor tratado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Conversao da biomassa vegetal em biorrefinarias

O uso de biomassa lignocelulésica em biorrefinarias estd sendo
considerado como uma alternativa sustentavel para obter um amplo espectro de
produtos comercializiveis e energia de fontes renovaveis (Jong e Jungmeier, 2015).
Em biorrefinarias, o etanol de segunda geragao (2G) é um produto proveniente da
biomassa residual da producéo de etanol de primeira geracdo (1G). A biomassa
vegetal geralmente é constituida, em peso seco, de 30-50% de celulose, 20-35% de
hemicelulose e 12-20% de lignina, com baixos teores de compostos minerais (Wyman,
1999). As etapas do processo de producdo de etanol 2G compreendem o pré-
tratamento da biomassa, a hidrélise da celulose, a fermentagéo da glicose e agucares
produzidos na hidrélise e a separacao do produto final, o etanol (Wyman, 1999; Kumar
etal.,2016). A producao de enzimas necessarias para a hidrélise da celulose também
pode estar inserida neste processo (Kumar et al., 2016).

Devido a elevada recalcitrancia da biomassa, o processo de conversao
enzimatica requer uma etapa de pré-tratamento para aumentar a acessibilidade das
enzimas, que possuem um custo elevado e estdo entre os itens de maior custo da
producao do etanol celulésico (Macrelli et al., 2012). Para reduzir este custo, poderiam
ser utilizadas estratégias de melhorias na etapa de pré-tratamento, na eficiéncia das
enzimas ou reducao do custo de producao das enzimas. Além disso, o uso de técnicas
que possam reduzir a concentracdo dos inibidores gerados no processamento da
biomassa também €& uma alternativa para aumentar a eficiéncia da hidrolise,

possibilitando também a reducao da carga de enzima no processo.

3.2 Tipos de pré-tratamento da biomassa
O pré-tratamento da biomassa tem o objetivo de melhorar a
digestibilidade da biomassa para a etapa de hidrélise enzimatica (Hendriks e Zeeman,
2009). O processo de pré-tratamento deve, idealmente, aumentar a eficiéncia da
hidrélise enzimatica, evitar a degradacao ou perda de carboidratos, evitar a formacgao
de produtos inibidores da hidrélise e fermentacéao e ter viabilidade econémica (Sun e
Cheng, 2002). Dentre os diferentes tipos de pré-tratamentos da biomassa

lignocelulésica, se incluem o pré-tratamento mecanico, térmico, a vapor, alcalino,



amdnia e CO2, combinagdes de tratamento térmico com os pré-tratamentos alcalino,
oxidativo e alcalino-oxidativo (Hendriks e Zeeman, 2009) e o organosolv (Zhao et al.,
2009).

Durante os processos de pré-tratamento da biomassa podem ser
gerados diversos tipos de compostos (Figura 1), que podem atuar como inibidores de
enzimas na hidrélise e de leveduras na fermentacao alcodlica. Dentre os principais
compostos inibidores das reacbes bioquimicas incluem-se o furfural, o
hidroximetilfurfural (HMF), provenientes da degradagédo da hemicelulose e celulose,
respectivamente (Mes-Hartree e Saddler, 1983; Puls et al., 1985; Palmqvist e Hahn-
Hagerdal, 2000) e os compostos fendlicos provenientes da degradacdo da lignina
(Puls et al., 1985; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000; Hendriks e Zeeman, 2009).

Figura 1 — Pré-tratamento da biomassa e geragao de inibidores.
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Fonte: Adaptado de Duarte et al. (2012)

Os tipos e concentracdo dos inibidores gerados nos pré-tratamentos
dependem da composicado da biomassa e das condicées de operagdo de cada pré-
tratamento (Mosier et al., 2005; Hendriks e Zeeman, 2009). A Tabela 1 apresenta um

resumo dos principais efeitos dos diferentes pré-tratamentos na composicao ou



estrutura da lignocelulose. Para os diferentes tipos de pré-tratamentos (Tabela 1)
verifica-se que os efeitos sdo distintos, e para os métodos hidrotérmicos, a alteracédo

da estrutura da lignina € menos relevante em relagao aos demais.

Tabela 1 - Efeitos dos pré-tratamentos na composicéao fisica/quimica ou estrutura da

lignocelulose.
Maior
acessibilidade Remove Remove Alteracao da
Descristalizacao
da area de hemicelulose lignina estrutura da
superficie de celulose lignina
Vapor/Explo- + + -
s&o a vapor
Agua quente liquida
(batelada) + ND + -
Agua quente liquida
(pH controlado) + ND + ND
Agua quente liquida
(fluxo) + ND + - +
Acido diluido + + +
Acido através de
fluxo + + - +
Exploséo Fibra
Amonia (AFEX) + + - - +
Percolagcao com
reciclo de aménia
(ARP) + + - + +
Hidroxido de célcio + ND - + +

Fonte: Adaptado de Mosier et al. (2005)

(+ : maior efeito; - : menor efeito; ND: ndo determinado)

3.2.1 Pré-tratamentos hidrotérmicos

Os pré-tratamentos hidrotérmicos sao os tipos mais comumente
utilizados nos processos de conversao da biomassa e estao sendo os mais estudados
nas ultimas pesquisas (Zhuang et al., 2012; Michelin et al., 2016; Zhuang et al., 2016;
Rasmussen et al., 2017). Este tipo de processo consiste na modificacao da estrutura



da biomassa vegetal utilizando agua e temperaturas elevadas e podem ser
classificados como pré-tratamento a vapor e aquoso (Overend e Chornet, 1987).

- Pré-tratamento a vapor: neste método a biomassa é colocada em um
recipiente com vapor a alta temperatura (até 240°C) e pressao, por alguns minutos.
Apds um tempo, o vapor é liberado e a biomassa é resfriada. A diferenga entre pré-
tratamento a vapor e exploséo a vapor é a despressurizacao rapida e resfriamento da
biomassa ao final do pré-tratamento de explosao a vapor, que faz com que a agua da
biomassa ‘exploda’ (Hendriks e Zeeman, 2009). Quando a temperatura e/ou o tempo
de exposicao do material no reator sdo aumentados, ou seja, a severidade do pré-
tratamento é elevada, as reacbes de hidrélise da celulose e da hemicelulose séao
favorecidas, provocando o inicio das reagbes de desidratacdo das pentoses e
hexoses, com a formacéo de furfural e HMF, que prejudicam a etapa de fermentacao
alcodlica (Puls et al., 1985; Ramos, 2003; Hendriks e Zeeman, 2009).

- Pré-tratamento com agua quente liquida/hidrotérmico (LHW): neste
processo, agua quente na fase liquida é utilizada em vez de vapor. Para evitar a
formacao autocatalitica de inibidores durante o processo, o pH deve ser mantido entre
4 e 7. Comparado ao pré-tratamento a vapor, os produtos originados de hemicelulose
e lignina solubilizadas estao presentes em concentracdes mais baixas, devido a maior

quantidade de agua (Mosier et al., 2005).

3.2.2 Inibidores gerados no pré-tratamento

Os compostos gerados no pré-tratamento podem ser divididos em 4
grupos: produtos de degradacao de acgucar (1), produtos de degradacao de lignina (2),
compostos derivados da estrutura da lignocelulose (3) e ions de metais pesados (4)
(Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996).

(1) Os produtos da degradacéao de acucar sao formados principalmente
de furanos, como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural (HMF)(Mes-Hartree e Saddler,
1983). HMF é considerado menos téxico que o furfural e sua concentragdo em
hidrolisados geralmente é baixa devido a 3 fatores: baixa quantidade de hexose em
hemicelulose, condicdes empregadas nos processos hidroliticos, que normalmente
nao degradam hexoses em grandes quantidades e alta reatividade deste composto
(Mussatto e Roberto, 2004).



(2) Os produtos de degradagéo da lignina incluem diversos compostos
aromaticos e aromaticos policiclicos com uma grande variedade de constituintes
(Palmquist et al., 1996). Os produtos de degradacéao da lignina sdo considerados mais
toxicos aos microrganismos que o furfural e HMF, mesmo quando apresentam
concentracdes baixas (Parajo et al, 1998). Além dos microorganimos, estes
compostos também sdo inibidores das enzimas utilizadas na etapa de hidrélise
(Michelin et al., 2016; Zhai et al., 2016).

(3) Compostos derivados de extrativos (resinas acidas, taninos e acidos
terpenos) e acido acético derivado do grupo acetil presentes na hemicelulose séao
liberados durante o processo hidrolitico (Mussatto e Roberto, 2004).

(4) Os ions de metais pesados podem originar da corrosdao dos
equipamentos de hidrélise e podem inibir as enzimas (Mussatto e Roberto, 2004).

3.2.3 Compostos fendlicos derivados de lignina

A lignina (Figura 2) consiste de um heteropolimero aromatico, que €
derivado principalmente de trés alcoois mondmeros: p-cumaril, coniferil e sinapil.
Estes monoligndéis produzem as unidades de alcoois fenilpropandides: p-hidréxifenil
(H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente, quando incorporados no polimero
lignina (Boerjan et al., 2003). Em gramineas, como a cana-de-agucar ,e por
consequéncia no bagaco, a lignina é composta por estas trés unidades (Fernandez et
al., 1990).

A temperatura de degradacao da lignina em condicdes neutras esta em
torno de 180 °C (Bobleter, 1994). No pré-tratamento hidrotérmico, a hidrélise das
ligacdes mais termolabeis da lignina séo favorecidas, principalmente as liga¢des B-O-
4 (Figura 3), levando a formacao de novas ligagdes e a fragmentacao de partes da
lignina, liberando os compostos fendlicos (Tanahashi, 1990). Os compostos fendlicos
consistem de um anel aromatico, que possuem ligagdo com grupos do tipo hidroxila,
carboxila, metoxila e outras estruturas ciclicas ndo aromaticas (Palmqvist e Hahn-
Hagerdal, 2000).

Um mecanismo de decomposicdo de alguns compostos derivados da
lignina (fendlicos) no pré-tratamento hidrotérmico (LHW) foi proposto por Zhuang et
al. (2012), como mostra a Figura 4 (como modelo de substrato os autores utilizaram o

residuo da fermentacao em estado sélido do bagaco-de-cana).



Figura 2 — Estrutura quimica da lignina.
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Figura 4 — Mecanismo proposto de degradacao da lignina no pré-tratamento
hidrotérmico.
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O acido ferulico esta ligado a lignina e a carboidratos com ligagdes éter
e éster, respectivamente. Visto que o pré-tratamento LHW tem propriedades
cataliticas acido-base, no processo de degradacado da biomassa, a clivagem das
ligacdes éster do acido ferulico e polissacarideos sao realizadas liberando pequenas
quantidades de acido ferulico. A clivagem das ligacdes éter entre acido ferulico e
lignina pelo grupo &cido é esperada. Produtos como &cido ferulico e acido p-coumarico
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poderiam ser em seguida decompostos por clivagem oxidativa a produtos como
vanilina, acido vanilico, 4-hidroxibenzaldeido e &cido 4-hidroxibenzéico (Zhuang et al.,
2012). Estes tipos de compostos fendlicos foram também encontrados em produtos
de degradacéo de diferentes biomassas pré-tratadas hidrotermicamente: madeiras de
pinho, Poplar, palha de milho (Du et al., 2010), palha de arroz (Rajan e Carrier, 2016)
e bagaco de cana (Martin et al., 2002; Martin et al., 2007).

O tipo de composto fendlico e a concentracao dos fendlicos totais podem
variar com os tipos de biomassa e de pré-tratamento e a concentracdo dos fendlicos
totais, que depende da carga de sélidos utilizada no pré-tratamento e na hidrélise
enzimatica (Fenske et al., 1998; Du et al., 2010; Malgas et al., 2016; Qin et al., 2016).
A concentracao de fendlicos totais na fracao liquida, para pré-tratamentos em meios
aquosos, pode variar. Para a carga de soélidos entre 150 e 200 g/L, a faixa esperada
de compostos fendlicos liberados esta entre 2 e 16%, correspondente a faixa de 2-5
g/L (Ximenes et al., 2011). Para o bagago de cana-de-agucar pré-tratado com agua
quente, por exemplo, a concentragao de fendlicos totais pode variar de 1,4 a 2,4 g/L
quando a temperatura de processo aumenta de 180 °C para 200 °C para 10% (m/v)
de solidos (Michelin et al., 2016).

Varios trabalhos encontrados na literatura relatam a inibicdo de enzimas

utilizadas pelos compostos fendlicos (Tabela 2).

Tabela 2 — Trabalhos encontrados sobre a inibigdo de enzimas do complexo

celulolitico.
Matéria Compostos inibidores Enzimas Referéncia
prima avaliadas
Residuo da Siringaldeido (55 mM), &cido trans- Celulase (Spezyme Ximenes et al.
produgao de cinamico (67 mM), acido 4- CP)+ B-glicosidase (2010)
etanol de hidroxibenzoico (67 mM) e a vanilina  (Novozyme 188), B-
milho (66mM) glicosidase
(wet cake) (Spezyme CP e
Novozyme 188)
Palha de milho Acido tanico e proantocianidinas Mix de enzimas: Tejirian e Xu
pré-tratada (1mM); &cido 4-hidroxi-2- Cellobiohydrolase- (2011)
com acido metilbenzoico, vanillina, | (60%),

alcool coniferilico, aldeido coniferilico,  cellobiohydrolase-

acido ferulico, alcool, 4-hidroxi-3- Il (15%) ,



Madeira Maple
hidrotérmica

metoxi-a-metilbenzil,
siringaldeide,acido galico, galato metil,
acido elagico
acido elagico, epicatequina e flavonol
(10 mM)

Compostos fendlicos totais (1,3 g/L)

Acido tanico (polimero) e acidos
galico, ferulico, transcinamico, p-
coumarico, sinapico e 4-
hidroxibenzoéico (mondmeros), vanilina
e siringaldeido (0,2 % massa de
fenol/volume de enzima).
Acidos acético e férmico (75 mM);
furfural and 5-Hidroximetilfurfural (30
mM); 4-hidroxibenzaldeido, 4-acido
hidroxibenzoico,4-hidroxiacetofenona,
siringaldeido, vanillina, 4-hidroxi-3-
metoxi-cinamaldeido (coniferilico
aldeido, acido cindmico e acido
tanico(1 mM)

Acido acético, &cido férmico, acido
levulinico, furfural, HMF, &cido p-
coumarico, vanilina acido gélico, acido

vanilico e a lignina (1 e 2 g/L)

B1,4-
endoglucanase-|
(5%), B1,4-
endoglucanase-l|
(6%) e B
glicosidase (2%)
Spezyme CP,
Multifect Pectinase
e Novozyme 188
Spezyme CP e

Novozyme 188

B glicosidase |,
Celobiohidrolase |
e Endoglucase I

a-galactosidases, 3
—mananase,
mananase e 3 —

manosidses

12

Kim et al. (2011)

Ximenes et al.
(2011)

Mhlongo et al.
(2015)

Malgas et al.
(2016)

enzimas)

Fonte: Autor

(--: utilizaram apenas compostos sintéticos para avaliar a inibicao das

Ximenes et al. (2010) avaliaram a inibigdo de enzimas por fendlicos e

oligossacarideos liberados durante o pré-tratamento hidrotérmico e a hidrélise do

residuo da producdo de etanol de milho. Alguns compostos fenélicos encontrados

foram o siringaldeido, acido trans-cindmico, acido 4-hidroxibenzdico e a vanilina. Os

autores constataram que dos compostos fendlicos analisados, a vanilina foi o inibidor

mais significativo da mistura de celulase comercial e B-glicosidase. Siringaldeido e
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acido trans-cindmico foram moderadamente inibitorios e o acido 4-hidroxibenzdico foi
0 menos inibidor.

Com o intuito de fazer um estudo comparativo, Tejirian e Xu (2011)
utilizaram uma série de compostos fendlicos simples e oligoméricos, a fim de
representar ou simular os compostos de lignina ou seus produtos de degradacéo na
inibicdo enzimatica. Os autores verificaram que celulases individuais mostraram
distinta sensibilidade para estes compostos e os fendlicos oligoméricos (acido tanico
e protoancianidinas) apresentaram maior efeito inibitério que os fenélicos simples.

Kim et al. (2011) identificaram os principais inibidores sollveis gerados
durante o pré-tratamento hidrotérmico (LHW) de madeira de pinho. Os compostos
gerados foram o &cido acético, HMF, furfural, e compostos fendlicos. Foi verificado
gue os compostos fendlicos foram potentes inibidores de celulase, apesar das baixas
concentragcdes de 5 mg/ml ou menor. Seus estudos verificaram que uma forma destes
compostos afetarem a atividade enzimatica € por meio da precipitacdo das enzimas
durante a reacao de hidrolise.

Ximenes et al. (2011) avaliaram o efeito inibitério e/ou desativador de
acido tanico (oligomérico) e acidos galico, ferulico, transcinamico, p-coumarico,
sindpico e 4-hidroxibenzoico (mondmeros), vanilina e siringaldeido em celulases. Os
resultados mostraram que o &cido tanico foi o maior inibidor para todas as atividades
enzimaticas testadas.

Mhlongo et al. (2015) investigaram a funcdo de compostos inibidores
como &cidos acético e férmico (75 mM), furfural e HMF (30 mM) e compostos fenélicos
(4-hidroxibenzaldeido, &cido 4-hidroxibenzdico, 4-hidroxiacetofenona, siringaldeido,
vanilina, 4-hidroxi3-metoxi-cinemaldeido e acido tanico (1mM), associado a
lignocelulose na inibicao/desativacao de celobiohidrolase (CBH1), endoglucanase
(EG2) e B-glicosidade (BGL1). Os autores verificaram que 4cido tanico e acidos fracos
resultaram em inibicdes severas das celulases.

Malgas et al. (2016) fizeram ensaios de inibicdo de enzimas mananases
utilizando os licores do pré-tratamento e de cada composto isolado, entre eles: acido
aceético, acido férmico, acido levulinico, furfural, HMF, acido p-coumarico, vanilina
acido galico, acido vanilico e a lignina. Foi concluido que os derivados de lignina foram
0S que mais atenuaram as atividades das enzimas para 0,2% de concentragao dos

compostos fendlicos (massa de fenol/volume de enzima).
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Visto que estes inibidores alteram significativamente o desempenho da
acao das enzimas, mesmo em baixas concentracdes, sao necessarios métodos para
a sua remocao, e estes devem ser eficientes e de baixo custo. Com a redugao desses
compostos inibidores, é possivel reduzir a carga de enzimas, uma vez que as enzimas
possuem custo elevado no processo (Johnson, 2016).

Segundo Taherzadeh et al., (2000) para a minimizacao de inibidores em
hidrolisados provenientes da biomassa existem 4 abordagens: (1) evitar a formacao
de inibidores; (2) desintoxicar o hidrolisado antes da hidrélise enzimatica e/ou
fermentacao; (3) desenvolver espécies de microrganismos e/ou enzimas capazes de
resistir a inibidores; (4) converter compostos téxicos em produtos que nao interferem
no metabolismo/agao enzimética. Existem diferentes métodos disponiveis a fim de
atingir estes objetivos, e entre eles esta a adsorcao, que é uma técnica eficiente de
remocao de compostos toxicos de solugdes aquosas, se comparada aos outros
tratamentos que sao utilizados (Mukherjee et al., 2007).

3.3 Adsorcao

Em geral, a adsor¢cdo consiste do acumulo de moléculas de um
adsorbato na superficie de um adsorvente. Este fendmeno de superficie é controlado
por interacbes complexas entre os trés componentes envolvidos: o adsorvente, o
adsorbato e o solvente e ocasionalmente, entre o0 adsorbato e o solvente também
podem existir uma maior forca de atracdo, prejudicando a adsorcao (Furuya et al.,
1997). Quando um fluido multicomponente esta em contato com uma superficie sélida
(adsorvente), determinados componentes da mistura (adsorbatos) se concentram na
superficie devido a diferencas nas forcas de atracao intermoleculares entre o fluido e
o solido. O processo reverso, no qual as moléculas adsorvidas sao removidas da
superficie para a fase fluida é chamada dessorcédo. Adsorcao e dessorcao sao etapas
vitais em um processo adsortivo quando o adsorvente é utilizado repetidas vezes para
a realizagao da separagao de uma mistura fluida (Garside, 1994).

Os tipos de adsorcédo estdo divididos em 3 classes principais: troca
ibnica, adsorcao fisica e quimica. A troca ibnica envolve forgas eletrostaticas de
ligacdo de espécies iGnicas para os locais de carga oposta a superficie de um
adsorvente, com deslocamento subsequente destas espécies por outro adsorbato
idbnico de grande afinidade eletrostatica. A adsorcao fisica resulta da agao de forcas
de van der Waals, que sdo compostas de forcas de dispersao de London e forcas
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eletrostaticas classicas. A adsor¢cao quimica (quimissorcao) envolve a reacao entre o
adsorbato e o adsorvente resultando em uma mudancga na configuracdo quimica do
adsorbato. A ligacao de moléculas de adsorbato ao grupo funcional em superficies
adsorventes também podem resultar em interacoes especificas que nao resultam em
transformacdes do adsorbato. Estas interacbes exibem uma variacao de energias de
ligacdo, variando de valores normalmente associados com adsor¢ao fisica para altas
energias envolvidas na quimissorcao (Slejko, 1985).

As caracteristicas mais importantes que distinguem a fisissorcéo e a
quimissorcao estdo a seguir (Bansal e Goyal, 2005):

a) Fisissorcdo é em geral um fendmeno com baixo grau de
especificidade, enquanto a quimissorcdo € dependente da
reatividade do adsorvente e adsorbato;

b) Moléculas quimissorvidas sdo ligadas as partes reativas da
superficie, e a adsorcdo € necessariamente limitada a uma
monocamada;

c) Na adsorcao fisica ndo ha dissociacdo das moléculas adsorvidas e é
significativa, em sua maioria, em baixas temperaturas. A
quimissorcao é possivel em ampla faixa de temperaturas e pode
haver dissociacdo das moléculas quimissorvidas;

d) A energia da quimissorcao € da mesma ordem de magnitude como a
mudanca de energia em uma reacao quimica;

e) A adsorcéo fisica é rapida, ndo ativada e reversivel. A quimissorcao
pode ser ativada, lenta e irreversivel.

Para representar o estado de equilibrio de um sistema de adsorcao, sao
utilizadas as isotermas de adsorcdo, no qual podem ser fornecidas diversas
informagcdes a respeito do adsorbato, do adsorvente e do processo. Diversas
equacobes tém sido utilizadas para representar as isotermas, nos quais os modelos
utilizados neste trabalho estdo descritos a seguir:

- Isoterma de Langmuir

Baseia-se nas suposi¢cdes que a energia de adsorcdo € constante e
independente da cobertura da superficie, que a adsorcdo ocorre nos locais sem
interacdo entre moléculas de adsorbato e que a adsorcao maxima ocorre quando a
superficie é coberta por uma monocamada de adsorbato (Slejko, 1985). Para
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isotermas sélidos-liquidos a equacdo € usualmente escrita da seguinte forma

(Equacéao 1):

_ Q.K Ce
 1+K;.Ce

g é a quantidade de soluto adsorvido por unidade de massa de

q (1)

adsorvente, Q é a capacidade limite da adsorcao, Ce é a concentracao de soluto na
fase liquida residual no equilibrio e KL € a constante da isoterma.

- Isoterma de Freundlich
Este modelo é consistente com superficies heterogéneas e distribuicao
exponencial de energias locais. Freundlich em 1926 estabeleceu que os dados de

equilibrio de adsorcao foram melhores descritos pela equagéo 2 (Slejko,1985).

1
q= Kp.Cen (2)

Kr e n sdo constantes caracteristicas e Ce € a concentragdo de soluto na

fase liquida residual no equilibrio.

- Isoterma de Redlich-Peterson

Esta isoterma €& uma combinagcdo das isotermas de Langmuir e
Freundlich e pode ser aplicada a sistemas homogéneos ou heterogéneos. Esta
equacao (Equacao 3) da melhores ajustes em muitos casos, exceto para 0s casos em
que o valor de b é superior a 1 (Foo e Hameed, 2010).

K.Ce

- 1+ a.Ce? 3)

q

K, a e b sdo os parametros da isoterma de Redlich-Peterson. O
parametro b apresenta valores entre 0 e 1. Quando b tende a 1, a isoterma se reduz
a forma da isoterma de Langmuir e quando tende a 0, a isoterma se reduz a forma de

Freundlich.
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3.3.1 Adsorventes para a remocao de compostos fendlicos

A disponibilidade de uma extensa variedade de materiais adsorventes &
um fator importante para o desenvolvimento de estudos da adsorcédo. Entre estes
materiais estdo: zedlitas, carvbes ativados, alumina, silica gel e resinas de troca
idnica. Desta forma, novas estruturas adsorventes ou modificagdes fisico-quimicas de
materiais existentes estdo continuamente sendo introduzidas (Garside, 1994).

Um dos materiais mais utilizados para a adsorcao € o carvao ativado, e
este tem utilidade para uma grande variedade de compostos (Lin e Juang, 2009). O
carvao ativado, em amplo sentido, € um termo que inclui extensa faixa de materiais
carbonaceos amorfos que exibem um alto grau de porosidade e uma extensa area de
superficie (Figueiredo et al., 1999; Bansal e Goyal, 2005). Sao obtidos por combustao,
pirdlise de uma variedade de substancias carbonaceas (Bansal e Goyal, 2005).
Apesar das boas qualidades associadas a adsorcao, possui desvantagens de alto
custo de regeneracéo, alto custo de fabricacéo e geracao de finos de carvao, devido
a fragil natureza de carvbes utilizados para a remocado de espécies organicas
(Ahmaruzzaman e Sharma, 2005; Lin et al., 2011)

A selecao de um material para a producao de um carvao ativado é
baseada principalmente nos seguintes fatores: baixo conteido de material inorgéanico,
facilidade de ativacdo, disponibilidade e baixo custo e baixa degradacado sob
armazenamento (Rodriguez-Reinoso, 1997 apud Dabrowski, 2005).

Carvoes ativados sao geralmente preparados em duas etapas principais:
carbonizacao do material abaixo de 800 °C em atmosfera inerte e ativagdo do produto
carbonizado, que pode ser fisica ou quimica. A ativacao fisica acontece geralmente
entre 800 e 1000 °C apds a carbonizacao, utilizando agentes ativantes como o vapor,
diéxido de carbono ou uma mistura desses compostos. A ativacao quimica ocorre pela
impregnacao do precursor com reagentes antes da etapa de carbonizacao, e apés
este processo, o produto final é lavado para retirar os produtos quimicos
remanescentes (Marsh e Rodriguez-Reinoso, 2006). Logo, qualquer material
carbonaceo pode ser convertido em carvao ativado, embora suas propriedades finais
sejam diferentes, dependendo da natureza do material usado, do agente ativante e
das condi¢des do processo. Seu maior constituinte é o carbono (85-95%), seguido de

outros elementos como hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio. Estes
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heteroatomos sao derivados do material in natura ou estdo associados ao
procedimento de producéo do carvao e outras preparacoes (Bansal e Goyal, 2005).

A constituicado do material precursor e a forma de preparacéo do carvao
ativado tém influéncia nas suas caracteristicas finais. Suhas et al. (2016) relataram
sobre a influéncia da formacédo da porosidade e o conteudo de lignina, celulose e
hemicelulose no material precursor. A lignina é citada como a maior participante na
formagao de carvdes e carvoes ativados e a microporosidade é devido a celulose,
enquanto que todos os componentes presentes (lignina, celulose e hemicelulose)
contribuem para formacao de poros do carvao (Cagnon et al., 2009). Outros autores
reportaram que a celulose € a maior responsavel pela porosidade e a area de
superficie (Sharma et al., 2004).

Nos ultimos anos, pesquisas sobre a producdo de adsorventes
alternativos tém se fortalecido, e estudos sobre varios adsorventes de baixo custo que
tém boas capacidades de adsorcdo e de remocao de fendis indesejados de aguas
contaminadas tém tido especial atencdo (Wong et al., 2018). Materiais como bagaco
de cana, lama vermelha, zedlitas, argila, ou determinados residuos de operacdes
industriais, tais como cinzas volateis, carvao e residuos da industria agricola sdo
classificados como adsorventes de baixo custo (Lin e Juang, 2009).

A borra de café foi estudada com material alternativo por Silva, Franca e
Oliveira (2010) para a remogao dos compostos fendlicos de efluentes industriais. O
café ap6s ser torrado e moido tem a possibilidade de ser processado, por meio de
extracOes exaustivas com agua aquecida, seguidas de secagem por aspersao para a
producédo de café soluvel. O sélido resultante desta exaustdo é constituido de um
material carbonaceo pré-pirolisado, que apresenta alto potencial para o uso como
adsorvente. Seus resultados mostraram que a borra de café tratada com KOH e HNO3
tiveram eficiéncia de adsorcao de 93 e 98%, respectivamente, e uma capacidade de
adsorcao de 9-10 mg/g de fendlicos.

Mukherjee et al. (2007) fizeram um estudo comparativo entre trés tipos
de adsorventes carbonaceos na remocao de fendlicos: fuligem de bagaco de cana,
carvao vegetal de madeira e carvao ativado. Seus resultados mostraram que o grau
de remocgdo do carvado vegetal e da fuligem de bagaco de cana se mostraram
comparaveis ao de remocao obtido pelo carvao ativado.

A semente de palma, que é um residuo gerado do setor agricola, foi
avaliada por Rengaraj et al. (2002). Foi constatado que o carvao ativado de semente
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de palma foi eficaz na remocéao de fenol de dguas residuarias. A remocao utilizando a
semente de palma como adsorvente aumentou com o tempo de contato e alcangou o
equilibrio em 3 h, enquanto que para o carvao ativado comercial, 0 tempo requerido
foi de 6 h. A capacidade de remocao atingiu 18,3 mg/g para o tamanho de particula
de 20-50 mesh, e foi muito superior que a capacidade do carvao ativado comercial.

Arellano-Cardenas et al. (2005) avaliaram a capacidade de adsorcéo de
3,4 diclorofenol, 2,5 diclorofenol e fenol em heteroestrutura de argila porosa (PCH).
Os resultados mostraram que houve maior adsorcao para clorofendis comparados aos
fendis.

Ahmaruzzaman e Sharma (2005) estudaram o potencial de diferentes
tipos de adsorventes para a remocao de fenol, p-clorofenol e p-nitrofenol, dentre eles
o carvao residual (residual samla coal), carvao residual tratado com acido fosférico
(HsPO4) e o coque de petrdleo, casca de arroz, casca de arroz carbonizada e p6 de
carvao. Os autores verificaram que as capacidades de sor¢cdo para os adsorventes
estudados seguiram a ordem: fenol<p-clorofenol<p-nitrofenol. A capacidade de
remocao do carvao residual aumentou apés o tratamento com H3POa4 e este material
proporcionou os melhores resultados entre os adsorventes estudados.

Makrigianni et al., (2015) avaliaram o uso de carvao ativado produzido a
partir de residuos de pneu para a adsor¢cao de poluentes organicos, fenol e azul de
metileno de solucdo aquosa e constataram que o adsorvente produzido apresentou
uma boa eficiéncia na remocao destes compostos.

Pela revisdo apresentada, constata-se que é de grande interesse a
investigacdo de materiais adsorventes alternativos, associando as vantagens de baixo
custo de obtencdo/fabricacdo com a alta capacidade de remog¢ao dos compostos

fendlicos.

3.3.2 Interacoes envolvidas na adsorcao dos compostos fendlicos

em carvao ativado

A estrutura porosa do carvao ativado é tridispersa, consistindo de micro-
, meso- e macroporos, onde cada um destes poros tem sua funcado especifica no
processo de adsorcdo. Os poros possuem tamanhos menores de 1 nandmetro a
centenas de nandémetros (Bansal e Goyal, 2005). Esta estrutura é constituida

basicamente de microcristais de grafite empilhados numa orientacdo randémica e os
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microporos sdo formados pelos espacos entre os cristais. Os anéis aromaticos
condensados nos cristais de grafite proporcionam a hidrofobicidade da superficie
microporosa (Furuya et al., 1997).

De acordo com Dobrowski et al. (2005), a capacidade de adsorcao de
compostos aromaticos em carvao ativado em fase liquida depende de um numero de
fatores:

e A natureza fisica do adsorvente — estrutura de poro, conteudo de
cinzas, grupos funcionais;

e A natureza do adsorbato, seu pka, grupos funcionais presentes,
polaridade, massa molecular, tamanho;

¢ As condigdes de solugcao como pH, forca ibnica e a concentracao do
soluto.

A capacidade de adsor¢cdo do carvao ativado € determinada pela sua
estrutura fisica, mas é fortemente influenciada pela sua estrutura quimica (Bansal e
Goyal, 2005). Assim, o carvao ativado é um potente adsorvente, devido as suas
caracteristicas de alta area superficial e por possuir uma grande variedade de grupos
funcionais em sua superficie. Sua estrutura € constituida basicamente de uma base
grafitica, em que os vértices e as bordas acomodam uma série de elementos como o
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio, que constituem os grupos funcionais (Figueiredo et
al., 1999). A quantidade e forma quimica destes elementos dependem da origem do
carvao, suas preparacoes e condicoes de tratamento (Dabrowski et al., 2005; Laszlo,
2005).

Os grupos funcionais atribuem o carater acido ou basico da superficie
do carvao. Isto é determinado pelo oxigénio contido nos grupos carboxilicos, lactonas,
fendis, carbonilas, éter ou quinonas e os elétrons deslocalizados da estrutura grafitica,
que também influenciam as propriedades da superficie do carvao dependendo do pH
da solucado aquosa (Laszld, 2005). Para alguns autores, foi encontrado que para
adsorcao de compostos fenélicos é aconselhavel que a superficie tenha carater basico
(Ania et al., 2002; Laszl6 et al., 2003; Terzyk, 2003; Villacanas et al., 2006) como, por
exemplo, a presencga de pironas, cromenos e cetonas (Montes-Moran et al., 2004).

No processo de adsorcao de fendis em carvao ativado, sao propostas as
seguintes interagdes: (a) interacoes doador-receptor de elétrons entre anéis
aromaticos fendlicos e a superficie de oxigénio de grupos basicos; (b) efeito de

dispersdao entre anéis aromaticos e elétrons 1 da estrutura grafitica e a atracao
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eletrostatica e repulsdo quando ions estao presentes (Laszlo, et al., 2003; Menéndez,
1992 apud Ania et al,. 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS
Os materiais escolhidos para a adsorcdo dos compostos fendlicos
gerados no pré-tratamento da biomassa foram os seguintes residuos agroindustriais:
a fuligem resultante da queima incompleta do bagaco de cana-de-aglcar e o carvao
de casca de coco. Foram avaliadas fuligens provenientes de duas usinas da regiéo,
denominadas aqui de fuligem A e B.

4.1 Preparacao da fuligem A

A fuligem A foi fornecida pela usina do grupo Zilor, localizada na cidade
de Lencois Paulista — SP. A fuligem fornecida foi peneirada em peneira de 1 mm para
a separacao das impurezas. Particulas menores que 1 mm foram moidas com o auxilio
de um pistilo e peneiradas em peneira de 300 um, sendo selecionadas as particulas
menores que 300 um para a utilizacdo como adsorvente. Este adsorvente foi

denominado fuligem A no restante do trabalho.

4.2 Preparacao da fuligem B

A fuligem B foi fornecida pela usina Ipiranga, localizada na cidade de
Descalvado-SP. A amostra foi peneirada em peneira de 1 mm para a separacao das
impurezas. A fuligem B foi ativada fisicamente com fluxo de 150 mL/min de CO2 em
forno tubular horizontal a 800 °C, por 2 h, no qual, o processo de ativagao da fuligem
consistiu do aqguecimento e o resfriamento com fluxo de N2. Amostras ativadas e néao
ativadas foram moidas com o auxilio de um pistilo e peneiradas em peneira de 300
um, sendo selecionadas as particulas menores que 300 um para a utilizacdo como

adsorvente. Estes adsorventes foram denominados fuligem B e fuligem B ativada.

4.3 Preparacao do carvao ativado de casca de coco

O carvao de casca de coco foi ativado na Universidade Federal de
Lavras. O processo de ativagéo fisica foi realizado com fluxo de 150 mL/min de COz2
em forno tubular horizontal a 800 °C, por 3 h. Assim que fornecida para 0 nosso grupo

de pesquisa, a amostra foi moida em moinho de facas, peneirada em peneira de 300
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um, sendo selecionadas as particulas menores que 300 um. Em seguida, a amostra
foi lavada com HCI 1M e ap6s a lavagem com acido, foi lavado novamente com agua
por 5 vezes (até pH da solugcédo de lavagem entre 5-6) e seco em estufa a 80 °C por

24 h. O adsorvente foi denominado carvao ativado de casca de coco (CACO).

4.4 Caracterizacao dos adsorventes
Os adsorventes caracterizados foram a fuligem A, fuligem B, fuligem B
ativada, carvao ativado de casca de coco e o carvao ativado comercial.

4.4.1 Area superficial e volume de poros

A distribuicdo de poros dos adsorventes foi analisada em um
porosimetro da Micromeritics, modelo Asap 2020 (Micromeritics USA), empregando-
se a técnica de adsorcao/dessorcao de nitrogénio a 77 K. A area superficial foi
calculada pela equacao de Brunauer, Emmett y Teller (BET). A area de superficie de
microporos e volume foram medidos pelo método t-plot. O volume de mesoporos foi
calculado pela diferencga entre o volume total de poros (obtido na pressdao P/P0=0,99)
e o0 volume de microporos. A distribuicao total de poros foi obtida utilizando o método
da teoria do funcional da densidade (DFT) aplicado as isotermas de adsor¢do com o
software ASAP 2020.

4.4.2 Difracao de raios X

A cristalinidade dos adsorventes foi determinada pelo método de
difracdo de raios X (DRX), utilizando um difratémetro da Shimadzu XRD 6000 (Japao).
A intensidade relativa foi gravada em uma escala de difragdo (26)°5-80, usando um
feixe incidente de Cu Ka (A = 0,1546 nm). A velocidade de varredura foi de 2° min™,

com tensdo e corrente do tubo de raios-X de 30 kV e 30 mA, respectivamente.

4.4.3 Determinacao do potencial zeta

Para a determinacdo do potencial zeta, 10 mg de adsorvente foram

adicionados a 10 mL de agua destilada, com pHs variando de 1 a 10, sendo as



24

solugdes ajustadas com NaOH ou HCI. O pH das solu¢des de suspensdo com 0s
adsorventes foram medidos em equipamento Zetasizer Nano Zs da marca Malvern

Instruments.

4.44 Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais dos adsorventes foram determinados por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As particulas
dos adsorventes foram misturadas com KBr em pd nas seguintes propor¢des: 1:100
(fuligem A e carvéao ativado comercal) e 1:400 (fuligem B, fuligem B ativada e o carvao
ativado de casca de coco) (amostra:KBr). Ap6s esta mistura, o p6 resultante foi
colocado numa prensa para a formacado da pastilha, a qual foi utilizada para a
obtencdo do espectro infravermelho. O equipamento utilizado foi um espectrobmetro
de infravermelho médio com Transformada de Fourier marca Bruker (Alemanha),
modelo Vertex 70, na faixa de 400 e 4000 cm-.

4.5 Ensaios de adsorcao dos compostos fendlicos

De acordo com os trabalhos apresentados pelos autores Malgas et
al.,(2016), Ximenes et al., (2011) e Qin et al,, (2016), a vanilina esta entre os inibidores
de enzimas celuloliticas, e os resultados de Ximenes et al., (2011) mostraram que o
maior inibidor para todas as atividades enziméticas testadas foi o acido tanico. A
vanilina € um composto monomeérico e o acido tanico, oligomérico, assim, estes
compostos foram escolhidos para o estudo da adsorcéao das solucdes sintéticas, em
concentracdo de 3 g/L, que esta na faixa de concentracdo média encontrada dos
compostos fendlicos totais no licor do pré-tratamento de diferentes biomassas
(Ximenes et al., 2011). As estruturas da vanilina e do acido tanico estao apresentadas

na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica da (a) vanilina e do (b) acido tanico.
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4.5.1 Adsorcao em batelada com amostras sintéticas

Os ensaios de adsorcao das amostras sintéticas foram realizados a fim
de se ter um conhecimento do comportamento prévio da adsorcdo de dois dos
principais compostos fendlicos inibidores das enzimas. Primeiramente, foram
realizados ensaios preliminares variando as cargas de fuligem A e carvao ativado
comercial em 2, 5 e 8% (m/v), em tampéao pH 5 e 30 °C. Para o carvao ativado de
casca de coco foi testada a carga de 1% e esta foi determinada para os ensaios de
adsorcao.

Neste estudo prévio de adsorcdo das amostras sintéticas foram
avaliados os efeitos do pH e da temperatura de adsorcao. Os pHs variaram de 2 a 6
em 30 °C e as temperaturas de adsorcédo de 30 a 50 °C em pH 5, para a 2% de
adsorvente. Visto que as condi¢coes de hidrélise enzimatica sao pH 5 e 50 °C, as
condicoes maximas de pH e temperatura avaliados na adsor¢éao foram determinadas
até 6 para o pH da solucao e 50 °C para a temperatura de adsorcdo. Todos estes
ensaios foram realizados em tubos de 5 mL, por 24h e 30 rpm, em estufa da marca
Ethik Tecnology (Figura 6), a qual possui um eixo na posi¢éo horizontal que permite a
acomodacao das amostras em movimento rotatério de 360° e assim, promove a

mistura das solucdes durante o processo.
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Figura 6 — Estufa utilizada para os experimentos realizados em tubos.

.-.n] F 7

4.5.2 Determinacao das isotermas e cinéticas

Foram obtidas isotermas e cinéticas de adsorcdo para as amostras
sintéticas, todos realizados em pH 5, 30°C e 30 rpm. Para os ensaios de adsorcao
também foi utilizado como adsorvente o carvao ativado, a fim de ter um comparativo
da capacidade atingida pelos adsorventes em relagdo a um adsorvente comercial.

Para as isotermas, as faixas de concentrac¢des utilizadas para a vanilina
em carvao ativado comercial foram de 1,85 a 9,56 g/L e de 0,20 a 8,30 g/L em fuligem
A e carvao ativado de casca de coco. Para o acido tanico foram de 0,28 a 5,50 g/L em
carvao ativado comercial e 0,20 a 6,80 g/L em fuligem A e carvao ativado de casca de
coco. As condigdes utilizadas foram de 30 °C, pH 5 e 30 rpm, utilizando 1% (m/v) de
adsorvente. Também foram obtidas isotermas de adsorgdo de um coquetel de
fendlicos e furanos. Este coquetel foi preparado adicionando (g/L): vanilina (0,10), 4-
hidroxibenzaldeido (0,22), catecol (0,035), e os acidos tanico (1,00), ferulico (0,40), 4-
hidroxibenzéico (0,022) e p-coumarico (1,00), 5-hidroximetilfurfural (1,00) and furfural
(3,00). As concentracbes de monoméricos foram baseadas em proporcdes
encontradas na literatura sobre o bagaco hidrotérmico (Pinto et al., 2018; Martin et al.,
2002). As isotermas de adsorcao do coquetel foram realizadas variando a carga de
fuligem B e fuligem B ativada, de 0,5 a 8 (m/v) e de 0,5 a 5% (m/v) de carvao ativado
de casca de coco em 30 °C, pH 5, 30 rpm por 24 h, onde foram quantificados os
compostos fendlicos totais. As cinéticas foram realizadas com 3 g/L de concentracao
inicial de vanilina e &cido tanico para 5% (m/v) de fuligem A.
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A concentracao na fase sélida, isto é, a capacidade de adsorgéo (q) foi
calculada a partir do balango de massa (Equacdo 4) apds o equilibrio ter sido

alcancado.

(4)

Na Equacédo (4), Co e Ce (g/L) sao as concentragdes inicial e de
equilibrio do adsorbato, respectivamente. V o volume da solucéo (L) e m a massa do
adsorvente (g). Esta equagcdo também foi utilizada para representar os dados da
cinética de adsorcdo. Os ajustes aos dados experimentais das isotermas obtidas
foram feitos a partir dos modelos de Langmuir (Eqg. 1), Freundlich (Eq. 2), e Redlich-
Peterson (Eq. 3). Para estes ajustes foi utilizado o software Origin 8.0.

Para encontrar os melhores modelos de isoterma que representam os
dados experimentais foi utilizado o critério de Informacao de Akaike corrigido (AlCc),
que tem sido comumente adotado para a escolha de modelos de isoterma de adsorcao
(Andrade et al., 2018; Maia et al., 2019; Oliveira et al., 2019). Foi utilizado o AlCc ao
invés do AIC puro devido ao pequeno tamanho de amostras utilizadas (N/p<40)
(Bonate, 2011). O AICc esta representado pela Equacao 5, em que o menor valor
obtido entre diferentes modelos de um mesmo conjunto de dados experimentais
corresponde ao melhor que pode ser utilizado para descrevé-los.

i—V.)\2
e = (51, S5 4 222 .

N é o nimero de observacdes experimentais, Yi é o valor observado, Y;

€ o valor predito, p € o numero total de parametros estimados pelo modelo + 1.

4.5.3 Adsorcao em batelada com a fracao liquida do pré-tratamento

Além das amostras sintéticas, foram realizados testes de adsor¢édo com
a amostra liquida proveniente do pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar. O
bagaco a 10% de umidade foi moido e particulas entre 1 e 2 mm foram utilizadas no
pré-tratamento. O bagaco foi pré-tratado com agua quente (LHW) na proporcao de
1:10 (m/v), nas condigdes de 195 °C por 10 minutos (Silva et al., 2011) em reator
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PARR, volume 5,5 L, no laboratério de desenvolvimento e automacao de bioprocessos
(Ladabio 1) DEQ-UFSCar. Depois de realizado o pré-tratamento do bagaco, a amostra
liquida (licor) foi separada da amostra sélida por filtracdo a vacuo e mantida em
congelador (-18 °C) para posteriores ensaios. Foram realizados varios pré-
tratamentos de acordo com a necessidade dos experimentos. Foram feitos testes de
adsorcao com a fracao liquida nas condi¢oes de 30 e 50 °C, pH original do licor e pH
5, com 5% (m/V) de adsorvente em rotacdes de 30 rpm por 24h, para a escolha das
melhores condicées de aplicacdo do adsorvente. Estes testes de adsorcdo também
foram feitos com carvao ativado comercial. Ap6s as adsorgdes, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos em 12000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi separado da
fracdo solida para a posterior leitura da concentracdo de fendlicos ao final do

processo.

4.5.4 Determinacao dos compostos fendlicos

A leitura das concentracbes das amostras sintéticas, quando
monocomponente no sobrenadante, foram medidas por relagdes lineares de Beer-
Lambert. Os comprimentos de onda correspondentes foram verificados em
espectrofotobmetro UV visivel Shimadzu, modelo UV-1600 para a determinacao dos
picos de absorbancia e posteriormente a construcao das curvas de calibracdo. Para a
vanilina foram obtidos mais de uma banda de absorbéncia, entdo estes foram testados
e o comprimento de onda que melhor representou uma concentracdo conhecida foi
escolhido para as leituras. Os comprimentos de onda utilizados foram de 232 nm e
279 nm para a vanilina e o acido tanico, respectivamente. As figuras das absorbancias
obtidas para os fendlicos sintéticos estdo mostradas no apéndice A.

A leitura de compostos fendlicos totais foi necessaria para as amostras
multicomponentes no sobrenadante (licor proveniente do bagaco pré-tratado). As
concentragcdes foram determinadas por Foulin-Ciocateau usando o acido galico como
padrao. Em cubetas apropriadas, colocou-se na seguinte ordem: 20 puL de amostra +
1,58 mL de agua destilada + 100 pL de Folin-Ciocateau, esperou-se 3 minutos e em
seguida acrescentou-se 300 pL de solucédo de carbonato de soédio anidro (20%) e
esperou-se 25 minutos para realizar as leituras. As absorbancias foram medidas em
espectrofotometro Genesis 10 UV Scanning a 765 nm. O conteldo de fendlicos totais
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no licor foi expresso em g acido galico equivalentes por L de solucao (g AGE/L) (Xu e
Chang, 2009).

4.6 Ensaios de hidrolise enzimatica

Neste trabalho, primeiramente avaliou-se a inibi¢gdo da Cellic CTec2 (231
FPU/mL and 85 mg protein/mL; Novozymes Latin America (Araucaria, Brazil)) por
fendlicos sintéticos através da hidrolise da celulose comercial (Celuflok 200, Sao
Paulo, Brazil). Em seguida, foi realizada a reducédo na concentracdo de compostos
fendlicos gerados do pré-tratamento do bagaco-de-cana hidrotérmico para melhorar a
eficiéncia da hidrélise enzimatica do bagaco.

4.6.1 Testes de hidrolise da celuflok

Os testes de hidrélise da celuflok foram realizados na presenca de
fendlicos sintéticos individuais (vanilina, 4-hidroxibenzaldeido, catecol e os &cidos
tanico, ferulico, 4-hidroxibenzoico e p-coumarico) para 1 e 3 g/L e dos furaldeidos HMF
e furfural em 1 e 3 g/L, respectivamente. Para um estudo de inibicdo, compostos
fendlicos foram avaliados em coquetéis preparados com as concentracées de
monomeéricos a partir de proporcées encontradas na literatura sobre o bagaco
hidrotérmico (Pinto et al., 2018; Martin et al., 2002). Os coquetéis foram preparados
variando a concentracdo de &cido tanico (0,5; 1; 1,5; 2 g/L) em relacao aos
monomeéricos com concentracoes fixadas e também foi avaliado individualmente a fim
de encontrar algum efeito sinergistico destes compostos na hidrélise. As
concentracdes utilizadas nos coquetéis estao dispostas na Tabela 3. Os coquetéis
foram denominados CO; C0,5; C1,0; C1,5; e C2,0, conforme a concentracao de acido
tanico utilizada.

Foram feitos testes de hidrélise adicionando HMF (1 g/L) e furfural (3 g/L)
no coquetel C1,0, sendo chamado de C1,0HF. Apds o estudo de inibicao, foram
realizados testes de hidrélise com o coquetel C1,0HF tratado pela fuligem B ativada
eo carvao ativado de casca de coco. O coquetel C1,0HF foi escolhido porque tem a
concentragao de fendlicos totais préxima da concentracao liberada em licores do pré-
tratamento hidrotérmico da biomassa (Ximenes et al., 2010). Este coquetel foi tratado
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com cargas de 0,5, 1 e 2% de fuligem B ativada e 1, 2 e 3% do carvao ativado de

casca de coco, sendo em seguida utilizado para a hidrélise enzimatica da celuflok.

Tabela 3 — Concentracéo de fendlicos utilizados nos coquetéis.

Composto Concentracao (g/L)

Catecol 0,035

4-hidroxibenzaldeido 0,220

Acido 4-hidroxibenzéico 0,022

Vanilina 0,100

Acido p-coumarico 1,000

Acido ferulico 0,400
Acido tanico 0,0 (C0) 0,50 (C0,5); 1,00 (C1,0); 1,50

(C1,5); 2,00 (C2,0)

4.6.2 Testes de hidrdlise do bagaco hidrotérmico aplicando a
fuligem A

Apbs o bagaco-de-cana ser pré-tratado com agua quente a 195 °C por
10 min (Silva et al., 2011), este foi seco em estufa a 50 °C até chegar a umidade final
de 7-10%. Apds este procedimento, o bagaco foi moido em moinho de facas, e em
seqguida, foi peneirado em peneira de 0,5 mm. Particulas menores que 0,5 mm foram
utilizadas na hidrélise.

O processo de hidrélise enzimatica do bagaco hidrotérmico foi realizado
de duas maneiras: (1) incluindo a fuligem no processo de hidrélise para a reducao dos
inibidores na mesma batelada, no qual as condi¢des foram: 10% de substrato (m/v),
5 % de fuligem (m/v), carga enzimatica de 3 FPU de Cellic CTec2/g de substrato
(Novozymes, Brasil), com o pH do licor justado para 5; (2) e a hidrélise enzimatica
utilizando o licor previamente tratado pela fuligem, no qual a adsorcao dos fendlicos
do licor foi realizada a 30 °C, no pH original do licor (pH 3,3) e 30 rpm com 5% (m/v)
de adsorvente e em seguida a hidrélise enzimatica utilizando o licor tratado e pH
ajustado para 5 nas mesmas condicoes (10% de substrato e 3 FPU de enzima/g de
substrato). Os testes foram realizados em tubos de 5 mL, com volume de liquido de 2
mL, nas condi¢des de 50 °C e 30 rpm por 24h em estufa da marca Ethik Tecnology.
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4.6.3 Testes de hidrdlise do bagaco hidrotérmico aplicando a
fuligem B ativada e o carvao ativado de casca de coco

O processo de pré-tratamento do bagaco foi analogo ao do item 4.4.2.
Os testes da hidrélise enzimatica foram realizados para o licor previamente tratado
por adsorcao dos fendlicos totais do licor. Para a escolha da carga de adsorvente foi
realizada a adsorcéo variando a carga de adsorvente de 0,5 a 5% de adsorvente, em
30 °C, pH do licor (3,3), 30 rpm por 24 h. Foram determinadas as concentracbes de
compostos fendlicos totais e aglcares redutores totais no sobrenadante. Com base
nos resultados de adsorgao, as cargas de fuligem ou de carvao ativado de casca de
coco utilizadas para tratar o licor antes da hidrélise foram testadas de acordo com as
porcentagens de remocao obtidas. A hidrdlise enzimatica do bagaco foi realizada
utilizando o licor tratado e pH ajustado para 5 nas condi¢cdes (10% de substrato e 3
FPU de enzima/g de substrato). Os testes foram realizados em tubos de 5 mL, com
volume de liquido de 2 mL, nas condi¢cdes de 50 °C e 30 rpm por 24 h em estufa da
marca Ethik Technology.

4.6.4 Testes de fermentacao alcodlica

Foram feitos testes de fermentacdo do hidrolisado de celuflok e na
presenca do licor do pré-tratamento do bagaco-de-cana. Os hidrolisados de celuflok
foram realizados na presenca do coquetel C1,0HF tratado com 2% de fuligem B
ativada e foram obtidos utilizando 6 FPU/g de Cellic Ctec2, usando as mesmas
condicOes descritas anteriormente (tampéo citrato de sédio 50 mM, pH 5, 50 °C, 24
h). Apos hidrélise, o pH dos hidrolisados foi ajustado para 4,6 por adigdo de HCI (1M).
Para os licores, utilizaram-se 3% de fuligem B ativada e 2% de carvao ativado de
casca de coco. Nestes licores tratados foram dissolvidos 14 g/L de glicose e o pH dos
licores foram ajustados para 4,6 como descrito anteriormente.

As fermentacdes foram realizadas adicionando a seguinte composicao
do meio de cultura (g/L): KH2PO4 (5,6), MgSO4H20 (1,4), ureia (5,32), extrato de
levedura (6,8) e Saccharomyces cerevisiae liofilizada comercial (15) (Sonego et al.,
2014). Para o licor foi utilizada a concentracéo de 2 g/L de levedura. As fermentacdes
foram realizadas em frasco de enlermayer de 250 ml a 34 °C por 8 h. Os experimentos
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foram realizados em duplicata. Considerando apenas etanol no meio, a eficiéncia de
fermentacao (E) foi definida pela Equacéo 6.

E=—=" 100 (6)
0.511.Cg

Cet é a concentracao de etanol (MM = 46 g/mol), Cg é a concentragao
inicial de glicose (MM = 180 g/mol) e 0,511 é o fator de rendimento de etanol
estequiométrico obtido pela reacao: CeéH1206 2> 2C2Hs0H + 2CO»2.

4.6.5 Determinacao de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada por meio de uma reacao
enzimatica GOD-POD, utilizando um kit de determinacdo de glicose Liquiform da
marca Labtest. Em tubos de ensaio foram colocadas 10 uL de amostra + 1 mL do
reagente, esta mistura foi colocada em banho a 37 °C por 10 minutos. O mesmo
procedimento foi feito para o padrao de glicose, no qual a concentragcao de glicose foi
calculada utilizando as equacbes 7 € 8:

Glicose = ABS teste . fator de calibragao (7)
, . 100
Fator de calibragdo = "ABS padrao (8)

As leituras foram feitas em cubetas de 1 mL em espectrofotdmetro

Genesis 10 UV Scanning a 505 nm e a concentracao de glicose é dada em mg/dL.

4.6.6 Determinacao de acucares redutores totais (ART)

Os acucares redutores foram medidos em microplacas usando
metodologia adaptada de Miller (1959). Foram colocados em cada poco da microplaca
de fundo cénico: 100 pL de amostra + 100 L de DNS. As microplacas foram
colocadas em termomixer da Eppendorf para aquecimento por 5 minutos em 100 °C

e 300 rpm. Em seguida, foram colocadas na geladeira para o resfriamento por 10
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minutos. As amostras foram transferidas para a microplaca de fundo arredondado e
as absorbancias foram medidas em 540 nm.

4.6.7 Determinacao de HMF, furfural e etanol no HPLC

HMF, furfural e etanol foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (Varian Prostar). Para remover as particulas suspensas, as
amostras foram filtradas usando filtros de membrana PTFE (0,45 um). O procedimento
usado para medir HMF e furfural seguiu o procedimento descrito por Pinto et al.,
(2018), usando uma coluna C18 (Microsorb-MV 100, 250 x 4,6 mm, 5 um de tamanho
de particula) juntamente com um detector UV-Vis 274 nm e a ~20 °C. As
concentracdes de etanol e glicose apds a fermentagao foram determinadas de acordo
com o método descrito por Gouveia et al., (2009), usando um detector de indice de
refragcdo e uma coluna Varian Metacarb 87P (30 x 7,8 mm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos adsorventes

Neste trabalho foram avaliados dois tipos de materiais provenientes de
residuos agroindustriais: a fuligem do bagacgo de cana-de-acucar e o carvao ativado
de casca de coco. Em relacédo a fuligem, dois materiais provenientes de diferentes
usinas foram avaliados, denominados aqui como Fuligem A e Fuligem B. Além disso,
o efeito do processo de ativagao fisica foi avaliado para a fuligem B, sendo este
adsorvente denominado Fuligem B ativada. Os resultados da caracterizacao destes
adsorventes foram comparados aos obtidos para o carvao ativado comercial (CAC).

5.1.1 Estrutura dos poros

A Figura 7 mostra a isoterma de adsorcao/dessorcao de N2. Os graficos
originais das isotermas obtidos pelo software do SAIEUS (Micrometrics, USA) estéao
apresentados no Apéndice B. Os dados mostram que ha a formacao da histerese a
alta pressao relativa P/Po, indicando que ha presenca de mesoporos na superficie
dos adsorventes. Entre as fuligens de diferentes usinas, a fuligem A apresentou maior
volume preenchido do que a fuligem B. Em relacao ao efeito do processo de ativagao,
a fuligem B, como esperado, teve o volume de N2 preenchido aumentado apds a
ativacao, atingindo os valores mais proximos aos do carvao ativado comercial (CAC).
O carvao ativado de casca de coco (CACO) apresentou menores volumes em relacao
ao carvao ativado comercial e a fuligem B ativada.

Todas as isotermas apresentaram a forma de adsorcdo/dessorcao
similar a do carvao ativado comercial. De acordo com Bansal e Goyal (2005), as
isotermas de materiais que apresentam mesoporosidade bem desenvolvida,
apresentam comportamentos em que a histerese termina a pressao de vapor relativa
de 0,4, ou seja, quando um dos pontos da dessorgao coincide com um dos pontos da
adsorcao na pressao de vapor relativa por volta de 0,4, como mostram as isotermas

de adsorcao/dessorcao.
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Figura 7 — Isoterma de adsorcao/dessorcao de No.
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A Figura 8 mostra a distribuicdo de poros dos adsorventes obtidas pelo
método DFT comparados ao carvao ativado comercial. As distribuicbes de poros
obtidas pelo método BJH estao dispostas no apéndice C. De acordo com a IUPAC
(1985), as dimensdes dos microporos sao até 2 nm, dos mesoporos entre 2 e 50 nm
e de macroporos sdo maiores que 50 nm. A principal constituicao dos adsorventes é
de microporos (de 0 a 2 nm de tamanho) para todos os materiais. Os dados mostram
que os adsorventes mostraram predominéncia de poros entre 0,5 e 1,5 nm, com
diferentes volumes de poros. Apés a ativacao da fuligem B, o volume de microporos
(mostrado na Tabela 4) foi aumentado em 72%. Na distribuicdo de poros nao é
possivel visualizar a distribuicao de poros maiores que 2 nm. Estas distribui¢cdes foram
obtidas pelo método BJH e estdo mostradas no Apéndice C. Para as fuligens, por
exemplo, nas Figuras 51 e 52 (Apéndice C), a distribuicao de poros obtida pelo método
BJH mostra claramente o aumento do volume mesoporos. Por exemplo, para poros
de 10 nm o volume de poros foi aumentado aproximadamente 6 vezes apds a fuligem

B ser ativada.
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Figura 8 — Distribuicao de poros diferencial dos adsorventes obtida pelo método
DFT.
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Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da caracterizacdo da
estrutura das fuligens e do carvao ativado de casca de coco (CACO) comparado ao
do carvao ativado comercial (CAC). Os valores das relagdes (Smic/SBet, Vmic/ VT, Vex/ VT;
%) das propriedades micro e mesoporosas estao sobrescritos aos respectivos valores.

A fuligem A apresentou area de 431 m?/g e a porcentagem de volume
de mesoporos foi significante em relagdo ao CAC, indicando que este adsorvente tem
capacidade para adsorcao de moléculas maiores, como o acido tanico (com diametro
cinético de 1,6 nm), por exemplo.

A fuligem B apresentou baixa area de superficie e as suas propriedades
foram inferiores as da fuligem A. Isto que pode estar relacionado as diferencas nos
tipos de cana e/ou os tipos de caldeira utilizados para sua carbonizacdo. O
desenvolvimento de poros das fuligens foi menos intenso que do carvao ativado
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comercial. Isso pode ser explicado pelo fato do carvdo ativado ser geralmente
preparado em duas etapas: a carbonizacado do material em atmosfera inerte, seguida
de um processo de ativacao do produto carbonizado. Ja as fuligens foram produzidas
a partir da queima do bagaco, envolvendo apenas o processo de carbonizacdo do
material.

Tabela 4 — Propriedades estruturais dos poros dos adsorventes.

. . Fuligem

Propriedade Fu'?em Fullgem B CACO CAC
ativada

Area de superficie 4, 311 576 574 794

BET (m?/g) (See)
Area de microporo — - -
(M2/g) (Smic) 32579  259F 438  493f  678f

Volume total de

0oro (cm3lg) (V1) 0,20 0,15 0,32 0,25 0,35
Volume de

microporo (cm¥g) 0,138 0,113 0,199 0,208 0,27
(Vmic)

Volume de

mesoporos (cm®g)  0,07F 0,04 0,13# 0,059 0,087
(Vmes)

Diametro médiode 4 gq 1,99 2,22 1,77 1,80
poro (nm)

Para melhorar a area superficial da fuligem B, a ativacao fisica em 800
°C por 2 h com COzfoi realizada e ap6s este processo, os valores das propriedades
estruturais como volume total e volume de microporo praticamente dobraram. Como
esperado, o percentual de microporosidade da fuligem B apds a ativagao foi reduzido,
visto que as reagdes do carbono e CO2 (C+CO2 - 2CO) desbloqueam 0s poros,
promovendo a sua expansdo (Dgbrowski et al, 2005). Este comportamento é
confirmado pelo aumento do didmetro de poro de 12% e do aumento do volume de
mesoporos. A presenga de mesoporos € importante para facilitar a difusdo das
moléculas para o interior dos microporos e aumentar a cobertura da superficie
microporosa (Hsieh e Teng, 2000). Logo, a estrutura de poros das fuligens indica que

h& uma boa disponibilidade para adsorcdo de moléculas volumosas (como o acido
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tanico). Comparada ao carvao ativado comercial, a propor¢céo de area microporosa da
fuligem B ativada foi inferior.

O carvao ativado de casca de coco apresenta microporosidade
significativa, e o seu volume de mesoporos é mais baixo em comparagdo com 0s
outros adsorventes preparados aqui, sendo o mais préximo da fuligem B como
recebida. A area BET do carvao ativado de casca de coco foi semelhante ao da
fuligem B ativada estdo sobrescritos. Comparado ao CAC, obteve area superficial
inferior, mas com proporcdes microporosas € mesoporosas semelhantes.

No geral, valores da area BET dos adsorventes foram inferiores aos do
carvao ativado comercial, assim como as propriedades microporosas (area de
microporo e volume de microporo).

Resultados semelhantes de area superficial e volume total de poro da
fuligem A foram encontrados no trabalho de Juang et al. (2002) para o bagaco-de-
cana carbonizado a 750 °C por 2 h (80,6% burn-off). Os autores obtiveram uma area
superficial de 446 m?/g e volume de poros de 0,28 cm3/g. As areas superficiais de
fuligens podem variar bastante de acordo com o tipo de cana e o tipo de caldeira
utilizada, como discutido anteriormente. Por exemplo, Lado et al., (2016) encontrou
uma éarea superficial de 240 m?/g para a fuligem como recebida de uma usina de
acucar e etanol da regidao de Ribeirao Preto (SP). Esta area foi aumentada para 491
m?2/g com tratamento térmico sob fluxo de N2 em 800 °C por 1 h. Logo, utilizar a fuligem
como recebida nem sempre sera viavel, sendo necessario realizar algum tratamento
para melhorar as suas propriedades estruturais. Efeitos semelhantes ao encontrado
neste trabalho para a fuligem B ativada foram encontrados para Lado et al., (2017)
ativando a fuligem usando KOH. Para o carvao ativado de coco, area semelhante
(proxima de 600 m?/g) quando o carvdo de coco foi ativado com CO:2 por 2 h
(Yoshizawa et al., 2000).

5.1.2 Potencial zeta

A Figura 9 mostra os potenciais zeta das fuligens e do carvao ativado de
casca de coco comparados ao do carvao ativado comercial (CAC).
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Figura 9 — Potencial zeta dos adsorventes.
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Os resultados mostram que a carga é zero (pHpcz) aproximadamente

nos pHs 2,7 para a fuligem A, 2,0 para a fuligem B, B ativada e o CAC. O carvao

ativado de casca de coco foi negativo em toda a faixa de pH avaliada. Comparando

0s pontos de carga zero dos adsorventes, verifica-se a fuligem A possui uma

superficie levemente menos acida que os outros adsorventes. Logo, sugere-se que a

superficie da fuligem B e B ativada, do carvao ativado de casca de coco e do CAC

sao bastante similares no que se refere as atracoes eletrostaticas entre as superficies

destes adsorventes e os compostos fendlicos.

Abaixo do pHpcz (pH em carga zero), o adsorvente esta carregado

positivamente e a adsorcdo de anions € favorecida e acima, o adsorvente esta
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carregado negativamente e a adsorcao de cations é favorecida (Vieira et al., 2009).
Visto que os compostos fendlicos sdo naturalmente acidos fracos, é esperado que a
afinidade da superficie do adsorvente para pHs acima do pHpcz decresca, pois estes
compostos tendem a desprotonar com o0 aumento do pH. Assim, a concentracao de
ions OH" na solucédo tende a aumentar devido a desprotonacédo dos acidos fracos,
causando repulsdo entre a superficie do adsorvente e as moléculas de soluto.

5.1.3 Grupos funcionais da superficie dos adsorventes

A Figura 10 mostra o espectro de infravermelho com transformada de
Fourier das fuligens e do carvao ativado de casca de coco (CACO) comparados ao
carvdo ativado comercial (CAC). Os possiveis grupos funcionais das bandas
correspondentes estao listados na Tabela 5. O espectro de infravermelho de todos os
adsorventes é caracteristico de materiais carbonaceos, como sugerem os trabalhos
que foram usados como referéncias de bandas semelhantes. De acordo com
Dabrowski et al. (2005) e Laszl6 (2005), a origem dos grupos funcionais é influenciada
pela origem do material, pelo processo de ativagcédo ou o tipo de tratamento.

Todos os adsorventes apresentaram a maioria das bandas semelhantes
ao do carvao ativado comercial, sendo que nao foram encontradas bandas em 2905
cm' e 3432 cm™ para a fuligem A. Essas bandas (2905 e 3432 cm) sdo
caracterizadas por vibracbes de estiramento de grupos alifaticos CH2 e grupos
hidroxilicos O-H, respectivamente (Biniak et al., 1997). Nota-se que entre as fuligens
A e B houve pequena alteracdo na intensidade das bandas e tipo dos grupos
funcionais. Como mencionado também no item de estrutura dos poros, isto pode estar
relacionado ao tipo de bagaco carbonizado. Apés a ativacdo da fuligem B, como
esperado, ndo houve alteracao dos grupos funcionais, visto que foi realizada apenas
uma ativacao fisica. Os espectros das fuligens mostram que as bandas mais
relevantes foram caracteristicas de grupos acidos, assim como do carvao ativado de
casca de coco (Figura 10).

O oxigénio contido nos grupos da superficie dos materiais adsorventes
como carboxilicos, lactonas, fendis, carbonilas, éter ou quinonas determinam a acidez
ou basicidade da superficie do carvdao e influenciam as suas propriedades,
dependendo do pH da solugcdo aquosa (Laszl6, 2005). A fuligem A foi o Unico

adsorvente que ndo apresentou a banda de 3432 cm'. Se levar em conta que as
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quantidades dos grupos acidos podem estar relacionadas com o grau de acidez dos
adsorventes, pode-se sugerir que a fuligem A tenha uma superficie menos acida
comparada aos demais adsorventes. Desta forma, esses resultados estdo de acordo
com o potencial zeta mostrado anteriormente (Figura 9), que mostra que a fuligem B
e B ativada, o CACO e o CAC sao levemente mais acidos.

Figura 10 - FTIR dos adsorventes.
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Foi relatado que a presenca de grupos basicos é desejavel para a
adsorcao de compostos fendlicos (Laszl6 et al., 1997; Ania et al., 2002; Laszl6 et al.,
2003; Terzyc, 2003; Villacanas et al., 2006). Os adsorventes apresentaram apenas a
banda em 1573 cm correspondente aos grupos basicos como dicetonas e quinonas.
Portanto, considerando as atracOes eletrostaticas, sugere-se que 0s compostos
fendlicos sejam mais atraidos a fuligem A, visto que ela possui menor quantidade de
grupos acidos comparada aos outros adsorventes.
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Tabela 5 — Grupos funcionais correspondentes as bandas obtidas no FTIR dos

adsorventes.
Numero de Grupos funcionais Referéncias
onda (cm™)
471 Espécies alifaticas (C-H) (Ishizaki e 1.,
1981; Biniak et al.,
1997)
1083 Vibracdes CO e OH de estruturas (Ishizaki e 1.,
fendlicas 1981; Biniak et al.,
1997)
(Li etal., 2011)
1380 Grupos carboxilicos
(Biniak et al.,
1573; 1890 Vibracées de C=0 em porg¢des de i) 1997)
carboxilicos, ester, lactonas; ii) quinonas (Ishizaki e 1.,
e/ou estruturas ions-radicais e iii) sistemas 1981; Biniak et al.,
conjugados como estruturas dicetonas, 1997)
cetoester e ceto-enol
2905 Vibragbes de estiramento de grupos (Biniak et al.,
alifaticos (CH2) 1997)
3432 Grupos hidroxilicos (O-H) (Biniak et al.,
1997)

Grupos semelhantes aos obtidos para a fuligem foram encontrados por
Lado et al., (2016). Kurniawan et al. (2010) e Singh et al. (2008) utilizaram o carvao
ativado de casca de coco para a adsorcao de fendis. Bandas semelhantes para o
carvao ativado de casca de coco avaliado aqui foram encontradas nos trabalhos

desses autores.

5.1.4 Estrutura dos adsorventes

Os difratogramas de raios X das fuligens e do carvao ativado de casca
de coco comparados ao do carvao ativado comercial (CAC) estdo mostrados na

Figura 11.
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Figura 11 — DRX dos adsorventes.
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A regiao que se refere ao amplo pico (de 15° a 30°) significa que a
estrutura dos adsorventes é de material microcristalino desordenado, juntamente com
pequenas quantidades de silica e/ou alumina amorfa (Purnomo et al., 2011). A
formagao de estruturas cristalinas em carvdes ativados nao € comum e apesar de
possuirem de 2 a 4 camadas micro-grafiticas, ndo sdo normalmente ordenadas em
tamanho ou orientacao (Valix et al., 2008; Adinaveen et al., 2013). O maior pico dos
difratogramas foi obtido em 26°, que revela a presenca de quartzo na superficie do
adsorvente (Lanning et al., 1958), com menor intensidade para o carvao ativado de
casca de coco e para a fuligem B ativada. Os dados obtidos neste trabalho
apresentaram comportamentos semelhantes aos resultados da difracao de raios X de
carvao de bagaco de cana-de-acucar reportados por Valix et al. (2008), Purnomo et
al. (2011) e Adinaveen et al. (2013) e carvao ativado de pneu (Makrigianni et al., 2015).

5.2 Estudo de adsorcao dos compostos fendlicos sintéticos
Foi realizado um estudo de adsorcao de solugdes sintéticas de dois
compostos fendlicos representantes da degradacgéo da lignina, sendo um monémero
(vanilina) e o outro um oligbmero (acido tanico), a fim de ter um indicativo do
comportamento da adsorcao destes dois compostos. A vanilina (mondémero) e o acido
tanico (oligbmero) estao entre os inibidores de enzimas celuloliticas (Ximenes et al.,
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2011; Malgas et al, 2016; Qin et al., 2016). Primeiramente foram feitos testes
preliminares variando a carga de fuligem A. A concentracao inicial utilizada nos testes
preliminares dos compostos sintéticos foi de 3 g/L, que esta na faixa de concentracao
média encontrada dos compostos fendlicos totais do licor do pré-tratamento
hidrotérmico de diferentes biomassas (Ximenes et al., 2011). O estudo do pH, da
temperatura e cinética de adsorcdo também foram realizados nesta concentracao. Em

seguida foi realizado o estudo da isoterma e da cinética de adsorgéo.

5.2.1 Testes preliminares para a escolha da carga de adsorvente
utilizada no estudo de adsorcao

Primeiramente, foram feitos testes preliminares variando a carga de
fuligem A utilizando 2, 5 e 8% (m/v). A Figura 12 mostra a influéncia da carga de
adsorvente na adsorgdo de vanilina e acido tanico, nas concentragdes iniciais de 3 g/L
em tampao pH 5, 30 °C, por 24 h. A fim de comparar a capacidade da fuligem em
relacdo a um adsorvente comercial, também fizeram-se testes com o carvao ativado.

Figura 12 - Remocéao dos compostos em relacéo ao teor de fuligem A em pH 5, 30

°C e 30 rpm.
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Os resultados mostram que para a adsor¢ao de vanilina, entre as cargas

testadas, 5% de fuligem A foi suficiente para a remogao quase completa e para 2%
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de adsorvente, a remocao foi razoavel, de 60%. Para o &cido tanico as porcentagens
de remocao foram menores comparadas a da vanilina e a remogcao maxima foi de 80%
para 8% da fuligem A. Diferente da fuligem, o carvao ativado comercial (CAC)
removeu completamente a vanilina para todas as cargas testadas. Ja para o acido
tanico, a diferenga entre os adsorventes foi pequena.

O carvao ativado de casca de coco também foi avaliado neste trabalho.
Visto que a area superficial deste adsorvente foi superior comparada a da fuligem A,
foi testada uma carga menor, de 1% na adsorcdo, para as mesmas condicoes
anteriores. As remoc¢des encontradas foram de 49% de vanilina e 40% de acido tanico.
Assim foi determinado que as cargas utilizadas no estudo seguinte de pH e
temperatura de adsorcao foram de 2% para a fuligem A e de 1% para o carvao ativado
de casca de coco.

5.2.2 Avaliacao do efeito do pH na adsorcao

A Figura 13 mostra a influéncia do pH na adsor¢ao de vanilina e acido
tanico na fuligem A e no carvao ativado de casca de coco, utilizando 2 e 1% (m/v) de
adsorvente, respectivamente, na temperatura de 30 °C e 30 rpm depois de 24 h. Nota-
se que a adsorcao de vanilina (Figura 5a) foi pouco afetada pelo pH para os dois
adsorventes, mantendo o mesmo perfil de adsorcéo para a faixa de pH estudada. Para
o acido tanico (Figura 5b) houve uma reducgéo significativa da adsorcao quando se
aumentou o pH de 2 ao 6 para a fuligem A, no qual, em pH 2, a adsorcao foi a mais
eficiente (95%) e em pH 6 a remocao foi de apenas 16%. No entanto, para o carvao
ativado de casca de coco a queda na adsorcéo foi menos relevante, com remoc¢des
aproximadas de 66% para os pHs 2 e 3.

O &cido tanico esta em sua forma molecular em pH < 4,5, acima desse
valor as moléculas comecam a ionizar e em pH 7 estdo completamente ionizadas,
sendo que em pH 6 o grau de dissociacao do acido tanico é de 93% (An e Dultz, 2007).
Como mostrado anteriormente no potencial zeta (Figura 9), a superficie da fuligem A
tende a ser negativa em solugcdes de pH acima de 2,7 e o carvao ativado de casca de
coco é totalmente negativo na faixa pHs avaliados (2 ao 10). Portanto, a adsor¢céao do
acido tanico nestes adsorventes, até o pH 6, pode ter sido prejudicada pela
dissociacao das moléculas na solucao, causando a sua repulsao com a superficie dos
adsorventes que estariam sendo desprotonados para os pHs acima do pHpcz.
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Figura 13 — Efeito do pH na adsor¢édo dos compostos fendlicos em fuligem A (a) e
carvao ativado de casca de coco (b) para 2 e 1% (m/v) de adsorvente,

respectivamente, 30 °C e 30 rpm.
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Resultados semelhantes foram observados por Xiao et al. (2012) na
adsorgcao de vanilina em resina modificada por grupos acetamino e hidroxilas. Os
autores testaram pHs de 0 a 14 e verificaram que até o pH 5,31 nao foi observada
alteracdo na capacidade de adsorcao de vanilina. A proporcdo do estado molecular
da vanilina se manteve inalterada até o pH 5,31 (indicando que nao houve
desprotonacdo das moléculas até este ponto). Acima de 5,31 a capacidade de
adsorcao caiu bruscamente, nao havendo adsorcao para pHs acima de 10. Singh e
Kushwaha (2013) observaram que na adsorgao de acido tanico em carvao ativado
comercial de coco para diferentes pHs (2 ao 10), as mais altas eficiéncias de remocao
foram encontradas para os pHs 2 e 3, e para pHs maiores que 3 ocorreu a reducao
da adsorcao, como ocorrido neste trabalho. Os autores afirmaram que o processo de
adsorcao é prejudicado pela presenca de ions OH na solugao em valores altos de pH.

5.2.3 Avaliacao do efeito da temperatura na adsorcao

A Figura 14 mostra os resultados da adsor¢éo de vanilina e acido tanico
na fuligem A e em carvao ativado de casca de coco. A adsorcéo ocorreu com 3 g/L de
concentracao inicial em diferentes temperaturas (30 a 50 °C) para 2% (m/v) de fuligem
A e 1% (m/v) de carvao ativado de casca de coco em pH 5 por 24 h. Nota-se que os
compostos apresentaram comportamentos distintos com o aumento da temperatura
de adsorcdo. A temperatura quase nao afetou a adsorcao de vanilina utilizando ambos

0s adsorventes os adsorventes. A adsorcdo de acido tanico na fuligem A apenas
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decresceu com o aumento da temperatura de 30 até 50 °C e a adsorcéao do acido
tanico no carvéo ativado de casca de coco nao foi alterada com a temperatura. O
aumento da temperatura de adsorcao poderia prejudicar a adsor¢cdo, como ocorrido
para a adsorcao de acido tanico na fuligem A. Para as outras amostras, o aumento da
temperatura poderia estar facilitando a difusdo das moléculas para o interior do
adsorvente. Estudos mais detalhados de isoterma e cinética de adsorcdo em

diferentes temperaturas seriam necessarios para esclarecer estas informacoes..

Figura 14 - Efeito da temperatura na adsor¢cdo dos compostos fendlicos em fuligem
A (a) e carvao ativado de casca de coco (b) para 2 e 1% (m/v) de adsorvente,

respectivamente, 30 °C e 30 rpm.
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A adsorcao fisica do éacido tanico na fuligem A pode estar sendo
prejudicada pelo aumento da temperatura, pois a maior energia vibracional das
moléculas adsorvidas poderia aumentar a probabilidade da dessorcéo. Estudos mais
detalhados de isotermas de adsorcdo em diferentes temperaturas seriam necessarios
para demonstrar estas hip6teses. Cavancanti et al. (2009) relataram resultados
semelhantes da adsorcdo do fenol utilizando argila esmectitica organofilica ao do
acido tanico na fuligem A. O aumento da temperatura de 30 para 40°C desfavoreceu
0 processo adsortivo, pois neste caso a solubilidade da solugcéo de fenol em agua foi
facilitada, deslocando o equilibrio para a dessorcgao.

5.2.4 Isotermas de adsorcao

Ensaios de adsor¢cdo dos componentes sintéticos foram realizados

utilizando diferentes concentragdes de soluto até que fosse alcancado o equilibrio da
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adsorcao para cada condicdo. Os testes foram realizados na temperatura de 30 °C,
pH 5, 30 rpm, utilizando 1% (m/v) de adsorvente. Os parametros obtidos das equacdes
de ajuste estdo dispostos na Tabela 6. As Figuras 15, 16, 17 e 18 mostram as
isotermas de adsorgdo da vanilina e do acido tanico nas fuligens A e B ativada, no
carvao ativado de casca de coco e no carvdo ativado comercial, respectivamente.
Para os ajustes, foram utilizadas as equacdes de Langmuir, Freundlich e Redlich-
Peterson. Os parametros de ajuste das equacdes de isoterma estdo na Tabela 6 e os
parametros estimados pelas equacoes de isoterma estdo na Tabela 7. De acordo com
os ajustes, os melhores R? foram distintos entre as condigdes estudadas. A fim de
encontrar a melhor equacgéao de ajuste foram determinados os valores do critério de
informacao de Akaike corrigido (AICc). Os valores indicam que a isoterma de
Freundlich € a melhor isoterma para descrever a maioria das isotermas obtidas
experimentalmente, com excessao das isotermas de adsor¢édo de vanilina em carvao
ativado de casca de coco e de acido tanico em fuligem A e em carvao ativado
comercial.

Nota-se que todas as isotermas obtidas sdo cbncavas ao eixo de
concentracao, ou seja, sao favoraveis e grandes quantidades de soluto podem ser
adsorvidas em baixas concentracdes de adsorvente.

O modelo de Freundlich forneceu uma boa descricdo da adsor¢édo de
vanilina tanto pela fuligem A fuligem B ativada e o carvao ativado comercial e acido
tanico em carvao ativado de casca de coco (Figuras 15a, 16a, 18a e 17b), sugerindo
que os sitios de interagdes mais fortes foram ocupados primeiro. Todos os modelos
utilizados descreveram bem os dados experimentais para a adsor¢édo de acido tanico
nas fuligens A e B ativada (Figuras 15b e 16b) e no carvao ativado de casca de coco
(Figura 17b) (R2? entre 0,96 e 0,99). Os coeficientes de correlagdo obtidos para os
modelos de isoterma aplicados a adsorcao de vanilina em carvao ativado de casca de
coco € no carvao ativado comercial foram inferiores a 0,90. Contudo, a adsor¢céo de
vanilina em CAC foi bem descrita por Freundlich, sendo ambas com bons ajustes aos
dados por Redlich-Peterson (Figuras 17a e 18a). A isoterma de Langmuir mostrou
bom ajuste aos dados experimentais para a vanilina em carvao ativado de casca de
coco e para adsor¢cao de acido tanico na fuligem A e em carvao ativado comercial
(Figuras 17a, 17b e 18b), sugerindo a cobertura significativa de monocamada do
adsorbato na superficie do adsorvente.
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Figura 15—(a) Isoterma de vanilina e de (b) &cido tanico em fuligem A em pH 5, 30
°C e 30 rpm.
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Figura 16—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em fuligem B ativada em pH

5,30 °C e 30 rpm.
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Figura 17—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em carvao ativado de casca

de coco em pH 5, 30 °C e 30 rpm.
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Figura 18—(a) Isoterma de vanilina e de (b) acido tanico em CAC em pH 5,30 °C e

30 rpm.
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A linearidade das isotermas diminuiu a medida que o valor n dos
modelos de Freundlich aumentaram. Neste trabalho, a linearidade das isotermas
diminuiu na ordem: acido tanico em fuligem A > acido tanico em carvao ativado de
casca de coco > acido tanico em fuligem B ativada > > vanilina em fuligem B ativada
= vanilina em fuligem A > acido tanico em CAC = vanilina em CAC = vanilina em carvao
ativado de casca de coco. No caso do modelo de Langmuir, a afinidade das isotermas
foi 0 inverso, como pode ser observado a partir dos valores K crescentes dos modelos
(Tabela 7).

Embora o modelo de Langmuir ndo tenha proporcionado um bom ajuste
para a adsorcéao de vanilina em carvao ativado, o valor de K foi consistente, uma vez
que a vanilina mostrou alta afinidade por este adsorvente (Figura 18a).

Os valores de AICc indicaram que o modelo da isoterma de Redlich-
Peterson nao é o mais apropriado, porém, todos os dados de adsor¢cao poderiam ser
descritos por este modelo. Este modelo se reduz a isoterma de Langmuir quando o
valor do parametro b esta préximo de um. O valor mais alto de b (1,10+0,09) foi obtido
para a adsorcao de vanilina em carvao ativado de casca de coco. A adsorcao de acido
tanico em CAC também mostrou potencial para a sua reducao a isoterma de Langmuir
(com um valor de b de 0,91+0,04).
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Tabela 6 — Coeficiente de correlagao (R?) e critério de informacao de Akaike (AICc)

das equagdes das isotermas utilizadas para descrever os dados experimentais.

Amostra
Fuligem A Fuligem B ativada CACO CAC
Modelo  Vanilna 290 yoniling ~ ACA0 yoniing  ACO o niling  Acido
. tanico tanico tanico tanico
Parametro
Langmuir 0,90 0,99 0,82 0,95 0,84 0,96 0,82 0,95
R? Freundlich ~ 0,95 0,98 0,92 0,99 0,60 0,99 0,89 0,90
*R-P 0,96 0,98 0,91 0,99 0,85 0,99 0,88 0,96

Langmuir -111,04 -127,24  -73,21 -80,07 -64,72  -68,66  -81,94 -140,40

AICc  Freundliich -121,75 -12157 -80,75 -111,49 -56,01 -88,66  -9585 -120,59

*R-P -12210 -12361 -77,30  -108,71  -60,04  -83,45  -93,08 -135,00
*Redlich-Peterson

As capacidades maximas de adsorcao de vanilina e acido tanico na
fuligem A foram semelhantes e no caso da fuligem B ativada, para o acido tanico a
capacidade maxima foi maior (Figuras 15 e 16). Estes resultados sugerem que as
propriedades da estrutura dos poros das fuligens (mostradas na Tabela 4) favorecem
a adsorcao de oligbmeros e monémeros. Curiosamente, as capacidades maximas de
adsorcao do acido tanico nas fuligens foram maiores que o valor encontrado para o
carvao ativado (Figura 18b). Como esperado, obteve-se a maior capacidade maxima
de adsorcéo (0,35 g/g) para a vanilina em carvao ativado (Figura 17a). Isso pode ser
explicado pela alta area superficial e area microporos deste adsorvente, uma vez que
a vanilina € uma molécula monomérica com um tamanho de 0,72 x 0,52 nm (Xiao et
al., 2012).

A capacidade maxima de adsorcao do acido tanico na fuligem B ativada
foi quase o dobro da capacidade maxima de adsorcao deste composto no carvao
ativado de casca de coco. Embora estes adsorventes apresentaram area superficial
muito semelhantes, o volume de mesoporos da fuligem B ativada é o dobro do volume
do carvao ativado de casca de coco (Tabela 4). Uma possivel explicacao é que
mesoporosidade mais expressiva da fuligem B ativada pode ter facilitado a adsorgao

do acido tanico, visto que este composto tem uma estrutura relativamente grande.
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Tabela 7 — Parametros estimados das equacdes das isotermas utilizadas para

descrever os dados experimentais.

Amostra Modelo *Ki, Krou Q(g/9) n **a (L/g) B
K
Langmuir 2,68+0,71 0,11+0,00 - - -
Vanilina Freundlich 0,00 3.56+0,30
em fuligem A ;eudr:l ;]C ’ i PP i i
edlich- 0,99+0,55 - - 12,1047,60  0,80+0,04
Peterson
Langmuir 0,29+0,04 0,11+0,01 - - -
Acido tanico em Freundlich 0,00 - 1,72+0,10 - -
fuligem A ich-
Redlich 0,06+0,02 - - 0,50+0,04  0,82+0,21
Peterson
Langmuir 4,49+1,94 0,20+0,01 - - -
Vanilina em Freundlich 0,13+0,00 - 3,54+0,46 - -
fuligem B ativada ich-
Redlich 3,7845,25 - - 056643846 0,77+0,07
Peterson
Langmuir 2,06+0,43 0,43+0,03 - - -
Acido tanico em Freundlich 0,27+0,00 - 2,71+0,07 - -
fuligem B ativada ich-
Redlich 49,98+79,86 - ; 1834296  0,64%0,01
Peterson
Langmuir 7,42+2,44 0,15+0,01 - - -
Vanilinaem CAde o .\ dich  0.11£0,01 - 5.72+1,92 - -
casca de coco
Redlich- 0,84+0,29 - ; 4914231  1,10+0,09
Peterson
Langmuir 1,2310,29 0,23+0,01 - - -
Acido tanico em
CA de casca de Freundlich 0,01+0,00 - 2,54+0,09 - -
coco
Redlich- 3,26+3,03 - ] 26,71426,13  0,63+0,02
Peterson
Langmuir  19,32¢7.35  0,32+0,01 ; ; ;
Vanilina em CAC Freundlich 0,00 - 4.98+0.66 - -
Redlich- 45 30143.65 - - 121,8+183,5 0,83+0,05
Peterson
Langmuir 5,69+1,08 0,06+0.00 - - -
Acido tanico em .
_ + _ _
CAC Freundlich 0,00 4,39+0,56
Redlich- 0,50+0,14 - ] 9,50+3,00 0,91+0,04
Peterson

*Unidades das constantes dos modelos sdo L/g de soluto para Langmuir, (g de soluto/g de
adsorvente).(L/g de soluto)'" para Freundlich e L/g de adsorvente para Redlich-Peterson. **Unidade
da constante “a” de Redlich-Peterson é L/g de soluto.
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As areas superficiais e microporosas dos adsorventes foram inferiores
as do carvao ativado (Tabela 4). Portanto, ndo era esperado que a capacidade
maxima de adsorcdo do acido tanico no CAC fosse menor do que nos outros
adsorventes. Uma explicacdo € que o tamanho da molécula de acido tanico (1,6 nm)
(Hsieh e Teng, 2000) poderia ter resultado em um efeito de exclusdo por tamanho
(Tabela 4), o que poderia ter limitado a area disponivel para adsor¢céo desta molécula.
Para a Fuligem A, outra explicacdo em conjunto com a primeira, pode ter ocorrido que
a menor quantidade de bandas de grupos funcionais acidos neste adsorvente que
facilitou a adsorcao do acido tanico. E possivel que os grupos funcionais &cidos do
carvao ativado possam ter dificultado a adsorcdo de &cido tanico, uma vez que 0s
grupos acidos produzem "clusters" que podem bloquear o transporte de moléculas
para os microporos (Villacanas et al., 2006). Esta ultima hipétese ndo se aplica aos
outros adsorventes, uma vez que as superficies destes e do CAC foram muito
parecidas em questdo de grupos e cargas. Este efeito ndo foi notado no caso da
vanilina, que poderia ser explicado pela alta area superficial de carvao ativado
disponivel para a adsorcao de pequenas moléculas. O efeito de exclusao por tamanho
ja foi observado anteriormente para a adsor¢do de acido tanico em carvao ativado
constituido principalmente por microporos menores que 1,5 nm (Liu ef al., 2012).

5.2.5 Cinéticas de adsorcao dos compostos sintéticos

A Figura 19 apresenta as cinéticas de adsorcao de vanilina e acido tanico
na fuligem A, respectivamente. As cinéticas foram realizadas em 30 °C, pH 5, 30 rpm,
com concentracao inicial (Co) de 3 g/L de soluto e 5% (m/v) de adsorvente.

Nota-se que adsor¢do de vanilina em carvao ativado comercial € mais
rapida, sendo o processo praticamente instantaneo. Em apenas 5 min a capacidade
de adsorcao de vanilina, de 57 mg/g chegou ao equilibrio, com 97% de reducgéo da
concentracdo inicial. Para a fuligem A, apesar de ser mais lenta, em apenas 5 min foi
adsorvida a maior parte da concentracao inicial (80%), e a adsorcao do restante a ser
adsorvido é mais lento, chegando ao equilibrio em 100 minutos, com 92% de remoc¢ao.

Para o acido tanico (Figura 19b), a adsorcdo na fuligem chega ao
equilibrio em 60 min, com capacidade de 41 mg de acido tanico/g de adsorvente. A
adsorgao de 4cido tanico em carvao ativado comercial chegou ao equilibrio ap6s 120
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min de adsor¢do, com a mesma capacidade de adsorcéao da fuligem A, no entanto,

levou o dobro do tempo para chegar ao equilibrio.

Figura 19 — Cinética de adsorcao de vanilina (a) e acido tanico (b) para 5% (m/v) de
fuligem A em 30 °C, pH 5 e 30 rpm e Co de 3 g/L.
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Curiosamente, a adsorcao de acido tanico na fuligem A foi mais rapida.
Isto pode ter ocorrido devido a maior disponibilidade de mesoporos da fuligem A que
poderiam facilitar a difusdo das moléculas para o interior dos poros do adsorvente. A
alta taxa de adsorcao de vanilina no carvao ativado pode ser explicada pela alta area
de superficie especifica deste adsorvente, o que proporcionou maior probabilidade de
contato com as pequenas moléculas de vanilina, sem influéncia do tamanho dos
poros. Comportamento semelhante foi relatado para a adsorcdo de fenol e acido
tanico em carvao mesoporoso (CMK-3), CMK-3 ativado e carvao ativado (Liu et al.,
2012).

Dada as caracterizacoes, a cinética de adsorcao nao foi realizada para
0s outros adsorventes porque 0 mesmo comportamento em relacdo a adsorcao de

vanilina e 4cido tanico ja era esperado.

5.2.6 Estudo de adsorcao de coquetel de inibidores

Apés o estudo de adsorcdo de compostos individuais, foi realizado um
estudo de adsorcao de um coquetel de fenélicos, HMF e furfural a fim de reproduzir o
licor LHW do pré-tratamento da biomassa. O coquetel foi preparado em proporcoes

de fendlicos monoméricos baseadas nas concentracées encontradas nos trabalhos
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de Martin et al. (2002) e Pinto et al. (2018) sobre os componentes do licor do bagaco
de cana-de-agucar obtido pelo pré-tratamento hidrotérmico juntamente com 1 g/L de
acido tanico, 1 g/L de HMF e 3 g/L de furfural, denominado C1,0HF (Tabela 3; item
4.6.1). A concentracao de fendlicos totais deste coquetel (2,78 g/L) é proxima da
concentracdo encontrada na literatura para licores originais de diferentes biomassas
pré-tratadas hidrotermicamente (Ximenes et al., 2010). Neste estudo de adsorcao
foram avaliadas as isotermas deste coquetel variando a carga de fuligem B ativada de
0,5 a 8% (m/v) e de carvao ativado de casca de coco de 0,5 a 5% (m/v). Os resultados

da adsorcéo dos fendlicos do coquetel estdo mostrados na Figura 20.

Figura 20 — Concentracao de fendlicos do coquetel C1,0HF para diferentes carga de
adsorvente. Condigdes experimentais: 30 °C, pH 5 e 30 rpm.
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Foram obtidas isotermas de equilibrio mostradas para fuligem B como
recebida e ativada e para o carvao de casca de coco (Figura 21). As isotermas foram
descritas por Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson, cujos parédmetros sao
mostrados na Tabela 8.

Surpreendentemente, quase todos os compostos fendlicos foram
removidos usando-se 4 vezes menos fuligem apds a ativagdo. Enquanto a eficiéncia
maxima de remocao dos fendlicos (99%) foi alcancada para a carga de 2% (m/v) da
fuligem ativada. Para a fuligem sem qualquer tratamento, foi necessario 8% (m/v).
Para apenas 2% de carvao ativado de casca de coco foi removido 72% dos fendlicos

totais do coquetel, indicando que este adsorvente tem boa capacidade para a
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adsorcdo de compostos fendlicos. As cargas de 1, 2 e 3% deste adsorvente
correspondem as remogdes de 43, 72 e 91% de fendlicos totais.

Figura 21 — Isotermas de equilibrio para a adsorcao do coquetel de fenélicos na
fuligem B, fuligem B ativada e no carvao ativado de casca de coco.
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Tabela 8 - Constantes das isotermas de Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson
para a adsorgcao do coquetel C1,0HF.

Amostra Modelo R? *Kr, Krou Q (g/g) n **a (L/g) b
K

Langmuir 0,91 32,2244,96  0,04+0,00

C1,0HF na Freundlich 0,80 0,04+0,00 12,26+2,57

fuligem B
Redlich- 0,97 1,50+0,61 33,36+ 1,00+
Peterson 14,37 0,04

Langmuir 0,99 28,05+3,05 0,18+0,00

C1,0HF em Freundlich 0,93 0,17+0,01 4,86+0,80
fuligem B
ativada
Redlich- 0,89 5,16%1,15 27,85+ 1,00+
Peterson 6,78 0,05
Langmuir 0,85 16+15 0,11+0,01
C1,0HF em Freundlich 0,98 0,10+0,01 5,04+2,62

carvio ativado
de casca de
coco

Redlich- 0,98 1,5E6+ 1,4E7+2,4 0,80+
Peterson 2,6E12 E13 0,29

*Unidades das constants dos modelos sdo L/g of solute para Langmuir, g de soluto/g de
adsorvente . (L/g)"™ para Freundlich e L/g de adsorvente para Redlich-Peterson. **Unidade da
constante “a” de Redlich-Peterson é L/g de soluto.

Para a capacidade maxima de adsorcao (Q) das isotermas nas fuligens,
a mesma tendéncia anterior foi observada (aumento de 4,5 vezes) (Figura 21). Em
ambas as isotermas, os dados foram melhores descritos pelo modelo de Langmuir e
Redlich-Peterson. Como observado, os coeficientes de correlacéo foram consistentes
e as capacidades maximas de adsor¢cdao (Q) do modelo de Langmuir foram
semelhantes as obtidas experimentalmente. Os valores b de Redlich-Peterson foram
iguais a 1, indicando que este modelo reduz a Langmuir. Portanto, esses resultados
sugerem que é possivel uma significativa cobertura de monocamada na adsor¢cao dos
fendlicos adsorvidos.

Para a isoterma dos fendlicos no carvao ativado de casca de coco, de
acordo com a Tabela 8, o melhor coeficiente de correlagéo obtido foi para a isoterma
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de Freundlich. Este resultado foi confirmado pelo numero de AICc, que determina que
o menor valor obtido representa a isoterma mais adequada. Foram obtidos os valores
de -108,99, -133,31 e -127,46 para Langmuir, Freundlich e Redlich-Peterson,
respectivamente, confirmando que Freundlich € o mais apropriado, seguido de
Redlich-Peterson. O AlCc néo foi calculado para a fuligem B ativada, pois esta claro
que o modelo de Langmuir € o mais adequado, sendo confirmado pelo ajuste de
Redlich-Peterson. Comparando os adsorventes, as isotermas mostram que a fuligem
B ativada tem maior afinidade com os fendlicos do coquetel que o carvao ativado de
casca de coco. Embora as areas superficiais destes adsorventes foram muito
préximas, a fuligem B ativada possui um volume de mesoporos maior, que deve ter
facilitado a adsorcao do coquetel, j& que os grupos funcionais e cargas foram muito
semelhantes. O notavel aumento da adsorcdo para a fuligem apoés a ativacao foi
devido a melhoria das suas propriedades. O diametro de poros foi aumentado em
12%, indicando que os poros foram desbloqueados por ativacdo de CO2, e as
propriedades texturais dos poros como area superficial especifica (Sser) e de
microporos (Smic) tiveram um grande aumento (Tabela 2), favorecendo a adsorcao. A
presenca de poros de tamanhos grandes € necessaria para melhor adsorcao de
moléculas oligoméricas como o acido tanico, que pertence ao coquetel C1,0HF neste
trabalho. Além disso, o aumento de volume de poros da fuligem B de 3,25 apoés a
ativacao (Tabela 4) favorece a adsorcao de moléculas como o acido tanico.

Outro comportamento muito importante revelado pelas isotermas é o
aumento de sua concavidade apds a ativacdo da fuligem. Esse comportamento
significa que a afinidade entre os compostos adsorventes e fendlicos aumenta
provavelmente devido as mudancas na textura. O aumento da concavidade e
afinidade da isoterma tem um enorme impacto no projeto de adsorvedores em
batelada, uma vez que a quantidade necesséria para a adsorcdo € drasticamente
reduzida.

5.3 Estudo de inibicao enzimatica
Hidrolises de celulose comercial (celuflok) na presenca de fendlicos
sintéticos (catecol, 4-hidroxibenzaldeido, vanilina e os &cidos 4-hidroxibenzoico, p-
coumarico, ferulico e tanico) e furaldeidos (furfural e HMF) (Figura 23) utilizando um

preparado enzimatico comercial de celulases (Cellic Ctec2®) foram realizadas. Esses
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compostos foram avaliados individualmente e em coquetéis. Quando individuais, os
compostos foram avaliados nas concentragdes de 1 e 3 g/L para os compostos
fendlicos, de 1 g/L para HMF e 3 g/L para o furfural. Para as hidrélises na presenca
dos coquetéis, primeiramente, foi realizado um estudo de inibicdo com os coquetéis
de compostos com concentragcdes de fendlicos apenas. Os coquetéis foram
preparados adicionando os fendlicos monoméricos (concentracdes apresentadas a
Tabela 3; item 4.6.1) e o acido tanico foi avaliado em diferentes concentragbes nos
coquetéis, de 0 a 2 g/L, totalizando 5 coquetéis. Os coquetéis foram denominados
conforme foi aumentada a concentracéo de 4cido tanico (C0; C0,5; C1,0; C1,5e C2,0).
Também foram realizadas hidrélises da celulose na presenca do acido tanico sozinho
variando de 0 a 2 g/L. Os testes foram realizados com 10% (m/v) de celulose, 3 FPU/g
celulose da enzima em tampao citrato de sédio 50 mM pH 5 a 50 °C e 30 rpm.

Na Figura 22 estao dispostas as concentracées de glicose obtidas a
partir da hidrélise da celulose na presenca dos fendlicos individuais e as respectivas
porcentagens de inibicdo. Os resultados mostram que os maiores inibidores fenélicos
foram o catecol e os acidos ferulico, p-coumarico e o tanico, para 1 e 3 g/L, e 0 acido
4-hidroxibenzdico foi inibitério apenas em 3 g/L. Em 3 g/L o catecol reduziu 44% a
concentracao de glicose e o acido tanico reduziu 31%. Interessantemente, a vanilina
em 3 g/L promoveu inibicdo equivalente a do acido p-coumarico em 1 g/L. O 4-
hidroxibenzaldeido provocou pouca alteracao na liberagéao de glicose, proporcionando
apenas 6% de reducao para as duas concentracdes avaliadas. A vanilinaem 1 g/L e
os furanos HMF e furfural ndo foram inibitérios nas condi¢cées avaliadas.

Observa-se que os maiores inibidores testados do preparado enzimatico
comercial Cellic Ctec2, exceto o catecol, apresentam em comum o grupo carboxila,
que estao presentes nos acidos ferulico, 4-hidroxibenzdico e o p-coumarico. Os outros
fendlicos que tiveram menores influéncias na hidrolise enzimética foram o 4-
hidroxibenzaldeido e a vanilina, cujo grupo funcional presente em ambos € o aldeido
e a vanilina possui uma metoxila (Figura 23). Diante dessas informacdes, pode-se
sugerir que 0s grupos carboxilicos podem exercer maior influéncia na inibicdo das
enzimas do complexo celulolitico e os grupos aldeido e a metoxila que estao presentes

na vanilina podem ser menos severos.
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Figura 22 — Hidrdlise da celulose utilizando 3 FPU/g na presenca de
fendlicos sintéticos (1 e 3 g/L), HMF (1 g/L) e furfural (3 g/L).
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Para o catecol ndo era esperada tal inibicdo, contudo, estudos mais
elaborados sdo necessarios para desvendar este mecanismo. Uma tendéncia similar
foi observada na producdo de enzimas fibroliticas, em que o catecol inibiu as
atividades de carboximetilcelulase, xilanase, b-glicosidase e acetilesterase em apenas
0,11 g/L. Comparado com o acido p-cumarico e ferulico, compostos usados aqui, 0
catecol também foi 0 mais severo (Paul et al., 2003).



61

Figura 23 — Estrutura dos compostos fendlicos sintéticos utilizados na hidrolise

enzimatica da celulose.
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O efeito dos compostos fendlicos oligoméricos na hidrélise enzimatica
foi avaliada também por Rasmussen et al., (2017). Os autores fizeram o pré-
tratamento hidrotérmico da palha de trigo, no qual os compostos presentes no licor do
pré-tratamento foram fracionados com diferentes solventes, e foi verificado que a
fracdo que continha principalmente os fendlicos oligoméricos acarretou uma queda
brusca na liberacao de glicose. Os autores também propuseram novas estruturas de
fendlicos oligoméricos liberados no pré-tratamento, onde eles destacaram que muitas
das estruturas encontradas sdo aceptores de Michael, que estdo suscetiveis para
ataques nucleofilicos em aminoacidos nas proteinas. Isto pode explicar o efeito
negativo destes compostos sobre a atividade das enzimas.

Mhlongo et al. (2015) testaram atividades de [-glicosidase,

celobiohidrolase e endoglucanase na presenca de diferentes tipos de fendlicos (4-
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hidroxibenzaldeido, 4-acido hidroxibenzoico, 4-hidroxiacetofenona, siringaldeido,
vanillina, 4-hidroxi-3-metoxi-cinamaldeido e acido cinamico) e acido tanico na
concentragdo de 1 mM. Entre os fendlicos, o acido tanico foi o maior inibidor e
desativador das enzimas apés 24 h de incubagéo.

Ximenes et al. (2011) fizeram a hidrélise de papel de filiro e
Carboximetilcelulose (CMC) utilizando uma mistura de celulase+B-glicosidase na
presenca de vanilina, siringaldeido e acidos tanico, galico, ferulico, transcinamico, p-
coumarico, sinapico e 4-hidroxibenzoéico. Os resultados mostraram que apenas o
acido tanico reduziu a liberacdo de glicose para 1h de incubacédo, com 60% de
inibicdo, enquanto os demais tiveram pouco ou nenhum efeito na hidrélise. Apds 24
h de incubacao, o principal desativador das celulases foi 0 acido tanico, com 80% de
desativagado. Para a vanilina e o acido 4-hidroxibenzoico pouco efeito foi observado,
de 15 e 18% de desativacao, respectivamente.

Para os furanos, em trabalhos anteriores também foi verificada pouca
influéncia destes compostos sobre as enzimas. Kim et al. (2011) verificaram que 4,1
g/L de HMF+furfural, que foram liberados do pré-tratamento hidrotérmico de Maple,
nao causaram efeito na hidrélise de Solka Flock para 15 FPU de Spezyme CP.
Mhlongo et al. (2015) testaram atividades de [-glicosidase, celobiohidrolase e
endoglucanase na presenca de HMF e furfural em 30 mM (3,78 e 2,88 ¢/L,
respectivamente). Pouca influéncia foi verificada, sendo que a celobiohidrolase foi
moderadamente desativada apds 24 h de incubacao na presenca destes compostos.
Cantarella et al. (2004) também n&o observaram alteragédo na hidrolise enzimatica de
biomassa utilizando preparacdes da Novozymes e Celluclast na presenca dos
furanos.

Em seguida dos testes de hidrélise para fendlicos individuais, foram
realizados testes de hidrélise em coquetéis de compostos fendlicos, onde foi variada
a concentracao de acido tanico nas solugdes, assim como a hidrolise variando o 4cido
tanico individualmente, com o intuito de verificar se poderia ser encontrado algum
efeito sinergistico destes compostos. A Figura 24 mostra a porcentagem de inibicao
em diferentes concentracées de acido tanico isolado e na presenca dos coquetéis

variando o acido tanico.
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Figura 24 — Porcentagem de inibicdo da hidrolise da celulose na
presenca somente de acido tanico e dos coquetéis em diferentes concentracdes de

acido tanico.
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Para a hidrélise na presenca do acido tanico individual, os resultados
mostraram que a porcentagem de inibicdo aumentou conforme o aumento da sua
concentracao de 0,5 para 2 g/L, bem como ocorreu para o coquetel de fendlicos, nao
promovendo alteracdo da hidrélise na presenca dos fendlicos monoméricos
juntamente com o &cido tanico em relagdo ao &cido tanico sozinho. Logo, nao foi
observado algum efeito sinergistico dos compostos monoméricos associado ao
composto oligomérico. Para 0,5 g/L de acido tanico (C0,5), a redugéo de glicose foi
de 17% e para 2 g/L (C2) foi em torno de 28%.

Curiosamente, o componente presente em maior concentragdo no
coquetel A é o acido p-coumarico em 1 g/L, o qual proporcionou inibicdo de 15£0,5%,
similar a inibicdo encontrada quando utilizado sozinho, de 17+2,1 (sem diferenca para
o teste de Tukey a 95% de confianca) (Figura 22). Logo, ndo aparece efeito
sinergistico para esses inibidores, visto que a inibicdo deveria ter algum efeito de
interacao do p-coumarico quando misturados com os outros compostos.

O possivel efeito sinergistico de alguns compostos também foi estudado
por Cantarella et al. (2004). Os autores testaram o siringaldeido, o 4-

hidroxibenzaldeido e a vanilina com 0,5, 1 e 2 g/L, respectivamente, em conjunto na
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hidrélise enzimatica, e também ndo foi verificado o efeito sinergistico destes
compostos.

Embora nao foi possivel ser demonstrado aqui, em situacdes reais é
provavel que haja o efeito sinergistico dos compostos fendlicos do pré-tratamento na
inibicdo das enzimas. A lignina é um material complexo e centenas de compostos
podem ser liberados durante a sua degradagao (Martin et al., 2002; Du et al., 2010;
Rajan e Carrier, 2016). Entdo, ndo sao conhecidos com exatiddo quais sédo todos os
componentes e concentracdes presentes no licor do pré-tratamento da biomassa que
podem interagir no processo de inibicdo, sendo complexo de reproduzir o seu
comportamento.

Testes de hidrolise aumentando a carga enzimatica foram realizados,
em seguida, adicionando 6, 9, 15 e 20 FPU/g celulose. Foi escolhido o coquetel C1,0,
que apresenta concentracao de fendlicos totais préxima de valores encontrados em
licores do pré-tratamento da biomassa (Ximenes et al., 2010). Esses dados foram
comparados ao controle, que é a hidrélise da celulose sem inibidores. Os resultados
estdo mostrados na Figura 25.

A Figura 25 revela que a maior inibicdo é obtida usando 3 FPU/g da
enzima (28%) e entdo permanece praticamente o0 mesmo perfil para concentracdes
de enzima variando de 6 a 15 FPU/g. Uma expressiva reducao da inibicdo € observada
usando 20 FPU/g, embora n&o tenha sido suficiente para zerar a inibig&o.
Curiosamente, a concentracao de glicose liberada usando uma carga enzimatica de 9
FPU/g na presenca de inibidores é equivalente a aquela obtida usando 6 FPU/g em
tampao (18 g/L de glicose), indicando assim que na presenca de inibidores, a carga
da enzima deve aumentar em 50% para obter o mesmo rendimento de glicose (Figura
25a). Em resumo, os resultados mostram como esses inibidores podem ser
prejudiciais a atividade enzimatica e quao importante € a remogdo de compostos
fendlicos para minimizar a carga enzimatica no processo de hidrélise da biomassa
lignocelulésica.

Também foram realizados testes de hidrélise com 3 FPU/g de enzima
para o coquetel C1,0 adicionando HMF (1 g/L) e furfural (3 g/L), chamado
subsequemtemente de C1,0HF (utilizado no estudo de adsor¢édo do item 5.2.6), no
entanto, também nao foi observada alteragédo na hidrélise enzimatica com a presenca
dos furanos. Este coquetel foi utilizado para os experimentos de detoxificacado para a
hidrélise enzimatica da celulose e testes posteriores de fermentacao alcodlica.
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Figura 25 - Hidrélise enzimatica da celulose aumentando a carga enzimatica para o
controle (hidrélise em tampéao sem inibidores) e na presenca do coquetel (a) e a

porcentagem de inibigdo (b).
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5.4 Estudo de hidrolise enzimatica apdés remocao de inibidores do coquetel

A remocao dos inibidores do coquetel C1,0HF antes da etapa de
hidrélise enzimatica da celulose utilizando diferentes cargas de fuligem B ativada e de
carvao ativado de casca de coco foi realizada para minimizar os seus efeitos negativos
na hidrélise. A adsorgéo dos inibidores utilizando a fuligem B ativada foi avaliada com
0,5, 1,0 e 2,0% (m/v), que correspondem as remocodes de 32, 66 e 97% dos fendlicos
totais, respectivamente. Também foi realizada a adosrgao dos inibidores em carvao
ativado de casca de coco com 1, 2 e 3% (m/v), que correpondem as remogoes de 43,
74 e 91% dos fendlicos, respectivamente. As hidrélises foram realizadas com 10% de
celulose (m/v), 3 FPU/g de enzima em 50 °C, pH 5 e 30 rpm. A remoc¢ao dos
compostos fendlicos e sua influéncia na liberacao de glicose sdo mostradas nas
Figuras 26 e 27.

Observa-se que a medida que a dosagem de fuligem B ativada aumenta,
a mesma tendéncia é observada para a producéo de glicose (Figura 26). A hidrélise
enzimatica utilizando o coquetel tratado com 2% (m/v) deste adsorvente assegura a
concentracdo maxima de glicose obtida na auséncia de inibidores (solucdo tampéao)
como controle. A fuligem B ativada apresentou alta capacidade de adsorcdao dos
principais inibidores enzimaticos (97%), melhorando a eficiéncia da hidrolise
enzimatica em 20%. Assim, pode-se sugerir que a fuligem B ativada poderia ser uma
alternativa de adsorvente para remover compostos fendlicos da degradacao da
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biomassa, a fim de minimizar seus efeitos sobre a atividade da enzima durante a

hidrolise da celulose.

Figura 26 — Hidrélise enzimatica da celulose na presenca do coquetel de inibidores
tratado pela fuligem B ativada. Condicoes da reacao: 3 FPU/g de enzima em 50 °C,
pH 5, 24 h e 30 rpm. Controle: hidrolise em tamp&o sem inibidores.
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Para a hidrélise realizada na presenca do coquetel tratado pelo carvao
ativado de casca de coco (Figura 27) ndo ocorreu o esperado. Embora a concentracao
dos fendlicos totais do coquetel C1,0HF foi reduzida a 0,24 g AGE/L usando 3% desse
adsorvente, a concentracao de glicose nao foi aumentada (91% de remocéo). Para as
cargas de 1 e 2% de carvao ativado de casca de coco houve uma leve queda no
rendimento da hidrolise. Esse teste foi repetido e foi obtido 0 mesmo comportamento.
Uma hipotese para estes resultados é de que o carvao ativado de casca de coco
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poderia estar liberando algum composto que poderia estar ajudando na inibicdo das
enzimas, visto que houve uma pequena queda na hidrélise. Ou que a carga de 3% de
carvao ativado de coco ainda nao seria suficiente para chegar a uma concentracéo
que nao afetasse a hidrélise. Caso fosse a segunda hipétese, seria necessario 4% de
CACO para remover 98% dos fendlicos totais, quantidade similar a obtida pela fuligem
B ativada.

Figura 27 — Hidrélise enzimatica da celulose na presenca do coquetel de inibidores
tratado pelo carvao ativado de casca de coco. Condicbes da reacao: 3 FPU/g de
enzima em 50 °C, pH 5, 24 h e 30 rpm. Controle: hidrélise em tampao sem
inibidores.
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5.5 Estudo de hidrélise enzimatica apés remocao de inibidores do licor do
pré-tratamento
5.5.1 Hidrdlise enzimatica do bagaco-de-cana inserindo a fuligem A

No processo

Primeiramente foram feitos ensaios de adsorcao dos fendlicos totais do
licor do bagaco pré-tratado LHW no pH original do licor (3,3+0,3) e em pH 5, para
temperaturas de 30 e 50 °C. A concentracao inicial de compostos fendlicos obtidos do
pré-tratamento LHW foi de 2,01+0,06 g AGE/L. Estas condi¢des foram testadas, pois
uma das propostas deste trabalho é a inclusao da fuligem no processo de hidrélise do
bagaco-de-cana. Assim, é necessario conhecer o comportamento da adsorcao dos
compostos presentes no licor em diferentes condi¢cdes de adsorgao para escolher qual
a melhor maneira de realizar o processo. Como a hidrélise € realizada em pH 5, foi
feita a adsorcédo no pH do licor e no pH 5 para verificar se o ajuste do pH poderia
alterar a adsorcao. A temperatura também foi testada, pois caso a temperatura de 50
°C reduzisse a capacidade de adsorcdo, ndo seria viavel realizar a adsorcao dos
compostos inibidores durante a hidrélise enzimatica. Visto que 5% (m/v) de fuligem A
proporcionou boa capacidade de remocao dos fendlicos sintéticos, esta carga foi
testada para o licor. As médias dos resultados estao dispostas na Tabela 9.

N&o houve variacao significativa das porcentagens de remog¢éao variando
o pH e a temperatura de adsorcao, logo foram mostradas as médias de todas as
condigdes. A fuligem A obteve um alto percentual de remogéo dos fendlicos totais,
sendo apenas 12% inferior a capacidade do carvao ativado (CAC).

Tabela 9 — Percentual de remocao dos fendlicos totais do licor em diferentes pHs
(3,3 e 5) e temperatura de adsorcao (30 e 50 °C) com 5% (m/v) de adsorvente.

Adsorvente % remocao
Fuligem A 86,03+1,32
CAC 98,16+0,14

Diante destas informacgdes, foi possivel elaborar um procedimento para
a insergéo da fuligem no processo de hidrélise, a fim de reduzir a concentragdo dos
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inibidores, ou seja, o processo de hidrélise consiste do produto gerado do pré-
tratamento juntamente com a fuligem A (B+E+F+L). Primeiramente, foi realizada a
cinética de adsor¢ao dos compostos na fuligem A, com 5% (m/v) de fuligem, em pH
do licor ajustado para 5, 50 °C e 30 rpm. O resultado esta mostrado na Figura 28.

Figura 28 — Cinética de adsorcédo dos compostos fendlicos do licor na fuligem A para
5% (m/v) de adsorvente, 50 °C, pH 5 e 30 rpm.
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O resultado da cinética mostra que a adsor¢ao chegou a sua capacidade
maxima, de 32,86+0,27 mg/g, em 5 horas de processo (300 minutos) e a concentracao
de compostos fendlicos removida foi de 86%. E necessario conhecer o tempo de
adsorcao de equilibrio dos compostos fendlicos presentes no licor, pois uma
alternativa deste procedimento é realizar a adsorcao antes de adicionar a enzima no
processo, para que a solucdo (bagaco+fuligem+licor) tenha a concentracdo de
inibidores reduzida a concentracdo minima possivel antes do inicio da hidrélise.

Para os experimentos de hidrélise enzimatica foram utilizadas cargas de
10% (m/v) bagaco pré-tratado (LHW), 5% (m/v) de fuligem A, 3 FPU/g de coquetel
enzimatico CelliCTec2 juntamente com licor do pré-tratamento LHW em pH ajustado
para 5 (com concentragdo inicial de compostos fendlicos de 2,01£0,06 g AGE/L) em
pH 5, 50 °C e 30 rpm por 24h. A fuligem A foi adicionada ao processo com o objetivo
de adsorver os compostos fendlicos e assim reduzir a interagdo destes com as
enzimas.

Foram utilizadas duas alternativas para o experimento da reagcdo de
hidrolise: 1) a adsorgdo e hidrélise ocorrendo simultaneamente, sendo a enzima
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adicionada no inicio do processo e 2) a adsor¢ao dos fendlicos realizada previamente
a hidrélise, na qual a enzima foi adicionada ap6s 6 h de processo de adsorcdo. Na
Figura 29 estdo apresentadas, de forma geral, as concentracdes de fendlicos, glicose
e acgucares redutores. Foi realizado o teste de Tukey a 95% de confianca, e para as
mesmas letras os tratamentos néo diferem entre si. Para o teste estatistico foram
comparados os tratamentos: B+E+T e B+E+F5+T; B+F5+L e B+L; B+E+L e
B+E+F5+L; B+E+L e B+F5+L+E6h e B++EF5+L e B+F5+L+E6h (B —bagacgo de cana-
de-agucar, E — enzima, L —licor, F5 — fuligem A (5%), T — Tampéao pH 5, E6h — enzima

adicionada 6 h ap6s a adsorgéo).

Figura 29 — Hidrélise do bagaco de cana-de-acucar com a fuligem A inserida no
processo em 50 °C, 30 rpm por 24h (B — bagaco de cana-de-agucar, E —enzima, L —
licor, F5 — fuligem A (5%), T — Tampéao pH 5, E6h — enzima adicionada 6 h apés a

adsorcao).
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Na hidrélise do bagaco em tampdo (B+E+T), foram obtidas
concentracdes de 10 g/L de glicose e 24 g/L de acucares redutores totais.
Adicionando a fuligem a estes ensaios (B+E+F5+T) nota-se que houve uma pequena
reducado de 24,22+0,5 para 21,08+0,4 g/L (13%) de acucares redutores totais, mas



71

para a glicose nao houve influéncia, confirmada pelo teste de Tukey. A reducéo dos
acucares pode ter ocorrido devido a presenca de alguns grupos hidrofilicos na
superficie da fuligem A que permitem a adsor¢cdao de uma pequena parcela destes
componentes. O mesmo ocorreu para as amostras B+F5+L e B+L, onde nota-se que
quando a fuligem estd em contato com os agucares e os compostos fendlicos na
mesma solug¢do, ha uma maior afinidade entre a fuligem e os fendlicos que entre a
fuligem e os aglcares redutores, ja que houve uma reducao pequena nas médias das
concentracdes, de 9% para agucares redutores, e para os fendlicos totais foi de 43%.
No entanto, ndo houve diferenca estatistica para os agucares redutores de acordo
com o teste de Tukey.

A amostra do controle B+L n&o liberou quantidade relevante de glicose,
de 0,20+0,05 g/L, no entanto, a concentracao de acgUcares redutores totais foi de
13,73+1,48 ¢g/L. Apds adicionada a enzima na concentracdo de 3 FPU/g, as
concentracdes de ART aumentaram para 25,20+0,16 /L e de glicose para 6,58+0,06,
como ja era esperado.

Para as hidréolises do bagaco adicionando a fuligem no processo
(B+E+F5+L e B+F5+L+E6h), a concentragédo de glicose e de acucares redutores totais
foram levemente aumentados em relacdo a hidrdlise controle (B+E+L). As
porcentagens de aumento em relagéo ao controle (B+E+L) estdo dispostas na Tabela
10.

O aumento pouco expressivo na concentracao de glicose e acucares
redutores (Tabela 10) pode ter ocorrido porque as concentragdes finais de compostos
fendlicos ainda ndo foram reduzidas o suficiente para ter um maior impacto no
aumento da concentracdo dos acucares. As concentracdes de fendlicos totais foram
reduzidas até 0,92+0,03 g AGE/L para B+F5+L+E6h e 1,32+0,03 g AGE/L para
B+E+F5+L, com reducdes de 63 e 48%, respectivamente, tendo como controle a
concentragéo de fendlicos final da amostra B+E+L, que foi de 2,52+0,05 g AGE/L.

A adsorcao dos compostos fendlicos na hidrélise foi menor quando
comparada a adsorcao dos compostos na presenca do licor somente (86%). A carga
de sélidos na hidrélise quando somados o bagaco e a fuligem totalizam 15% e isto
poderia estar dificultando a agitagdo do meio, contribuindo para a redugdo da
eficiéncia da adsorcéao dos compostos fenélicos. Embora a redugéo dos fendlicos nao
tenha sido tdo eficiente, a concentracdao de glicose foi aumentada de forma a ter
diferenca estatistica.
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Tabela 10 — Porcentagem de aumento de glicose e ART das hidrélises adicionando

a fuligem ao processo.

Glicose ART
B+F5+L+E6h 15+4% 124+8%
B+E+F5+L 13+1% 17+9%

A fim de reduzir o problema de transferéncia de massa no processo,
fizeram-se testes com uma carga de fuligem menor, de 2,5% (m/v), nas mesmas
condicbes apresentadas anteriormente, no entanto, ndo foi encontrada melhora na
concentragdo de glicose e nem de ART, visto que a remocgao de fendlicos foi de
apenas 37% ao final da hidrélise.

Até aqui foram feitas duas tentativas de reducéao de inibicao dos fendlicos
adicionando a fuligem na hidrélise enzimatica. No entanto, ndo foram encontradas
melhoras relevantes na concentragcdo de glicose com as reducdes de fendlicos
obtidas. De modo a entender se é possivel alcancar melhoras expressivas na
concentracdo de glicose utilizando os procedimentos testados com um adsorvente
comercial, foram feitos testes adicionando o carvao ativado na carga de 5%, nas
mesmas condicdes de hidrdlise utilizadas. Embora seja a mesma carga utilizada de
fuligem, o carvao ativado é mais denso e ocupa menos volume na solucao de hidrélise
enzimatica. Os resultados estdo mostrados na Figura 30.

A adicao do carvao ativado na hidrélise proporcionou um aumento médio
de 50% na concentracao de glicose quando a enzima foi adicionada apds 6 h de
processo. Ainda que o carvao ativado tenha melhor capacidade de adsorcdo que a
fuligem A, a hipétese de que a agitacao estaria sendo comprometida pelo volume de
fuligem no reator ndo poderia ser descartada.

O carvao ativado reduziu a concentracao de fendlicos totais ao final do
processo para 0,55+0,03 g AGE/L quando a enzima foi adicionada no inicio e para
0,52+0,01 g AGE/L quando a enzima foi adicionada ap6s 6 horas. Esta melhora da
hidrélise apds 6 horas de processo para o CAC pode ser devido a menor concentragao
de fendlicos totais no momento de adigdo da enzima, pois a adsorcao necessita de
determinado tempo para remover os fendlicos até a concentracdo necessaria para

atenuar a inibigéo.
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Figura 30 — Porcentagem de aumento na concentracao de glicose adicionando a
fuligem A ou o carvéo ativado na hidrolise, em pH 5, 50 °C, 30 rpm por 24h.
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O aumento de glicose liberada para a enzima adicionada no inicio do
processo utilizando a fuligem foi semelhante quando utilizado o CAC. Estes resultados
sugerem que a inibicdo das enzimas pode ocorrer imediatamente quando sao diluidas
no licor, pois ainda ndo houve o tempo necessario para a adsorcao eficiente dos
fendlicos. Para a fuligem, quando a enzima é adicionada ap6s 6 h inicia-se a hidrdlise,
a agitacao da solugdo melhora e consequentemente a adsorcao do licor também pode
estar melhorando. Assim, para a fuligem nao faz diferenca se a enzima é adicionada
6 horas depois, visto que o processo de adsorcao pode estar melhorando com o inicio
do processo de hidrdlise, e a inibigdo da enzima ja pode ter ocorrido.

Ja que nao foi satisfatério a adicdo da fuligem na hidrélise, mas a
adsorcao dos fendlicos do licor foi eficiente quando realizada separadamente, foi
adotada outra estratégia: a adsorcao dos fendlicos do licor antes da hidrélise em duas
etapas separadas. Os resultados estdo mostrados no item a seguir.

5.5.2 Hidrdlise enzimatica do bagaco-de-cana com o licor tratado
pela fuligem A

Antes da etapa de hidrélise foi realizada a adsor¢cdo dos compostos

fendlicos do licor utilizando 5% (m/v) de fuligem A em 30 °C e 30 rpm até o equilibrio.



74

Apés a adsorc¢ao, o licor foi separado da fuligem A e o pH foi ajustado para pH 5 para
do inicio da hidrélise enzimatica. A adsorcao também foi realizada utilizando o carvao
ativado comercial (CAC), seguido da hidrélise enzimatica usando o licor tratado, para
fins comparativos. Os resultados obtidos para a adsorcao de compostos fendlicos e a
hidrélise enzimatica usando os licores tratados sdo mostrados na Figura 31.

Figura 31 — Hidrdlise enzimatica do bagaco LHW ap6s a adsorgcéo dos fenélicos do
licor (L — Licor, LTra — Licor tratado pela fuligem A e LTcac — Licor tratado pelo

carvao ativado).
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A concentracao inicial de compostos fendlicos totais no licor foi
2,081£0,06 g AGE/L. As porcentagens de remocao de cerca de 80% e 90% foram
obtidas usando a fuligem do bagaco de cana-de-acucar e o CAC, respectivamente. A
hidrélise enzimatica do bagaco de cana de cana pré-tratada LHW utilizando uma
solugdo tampéao foi realizada, resultando em uma concentragdo de glicose de
10,0820,91 g/L apo6s 24 h de hidrolise. Assim, a presenca dos inibidores enzimaticos
no licor resultou em uma concentracao de glicose 57% menor (L), quando comparada
a hidroélise em tampao. Quando a concentracao de fendlicos no licor foi reduzida por

adsorcao na fuligem, a hidrélise enzimatica comecou com uma concentracdo de
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fendlicos de 0,42 g AGE/L, resultando em um aumento substancial de 52% na glicose
liberada. Essa melhoria foi comparavel ao aumento de 65% alcancado usando o
carvao ativado comercial.

Um aspecto importante a ser considerado durante a selecdo de um
adsorvente para a remocao de inibidores do processo de conversdo de biomassa €
que a perda de acucar deve ser evitada e/ou minimizada durante a adsorgcéo. A fim
de investigar a possivel perda de acucares, um conjunto de experimentos de adsorcao
foi realizado com glicose, xilose, bem como o licor LHW usando a fuligem A e carvao
ativado comercial para comparacao usando 5% (m/v) de adsorvente (Figura 32). Os
resultados mostraram que nao houve adsorcao de agucares puros de glicose e xilose
ao usar a fuligem como adsorvente. Também para o licor LHW, apenas uma pequena
diferenca foi observada (8%) ao comparar a concentragdo inicial de ART com a
adsorcao em fuligem. Em contraste, para o carvao ativado comercial, a perda de
acucares no licor devido a adsorcao foi de 71%. Tais resultados sustentam as

vantagens do uso da fuligem para a remogao de compostos fendlicos gerados no pré-
tratamento da biomassa.

Figura 32 - Adsorcéo de agucares na fuligem A e no CAC.
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5.5.3 Estudo de reprodutibilidade de inibicao do licor LHW

Foi realizado um estudo reprodutibilidade de inibicao para diferentes pré-
tratamentos do bagaco de cana-de-acucar nas mesmas condigées (195 °C, 10 min)
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com a hidrélise enzimética do bagaco no licor e em tampao, nas condi¢cées de 10%
de sélidos, 3 FPU/g de bagaco, pH 5, e 50 °C. Os licores e bagacos utilizados foram
correspondentes aos pré-tratamentos realizados. Os resultados estdo mostrados na
Figura 33.

Figura 33 — Liberacao de glicose para 4 pré-tratamentos realizados nas mesmas
condicoes (195 °C, 10 min.). Condi¢des: 10% de sélidos (m/v), 50 °C, pH 5, 30 rpm,
24 h. Controle: hidrélise em tampao pH 5.
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Fazendo um comparativo entre os pré-tratamentos, nota-se que para a
hidrélise realizada no licor do PT2 e PT4 nao houve inibicdo e houve variacdo na
reducao de glicose para a hidrélise realizada no PT3 comparada ao PT1 para o
controle. Estes resultados sugerem haver variabilidade no pré-tratamento do bagaco.

Embora as condi¢cées dos pré-tratamentos foram as mesmas, o reator
utilizado necessita de uma rampa de aquecimento para atingir a temperatura de 195
°C. Uma hipétese para os resultados nao terem reprodutibilidade de inibicao é a
variacdo no tempo de aquecimento do reator, logo as amostras poderiam sofrer
alteracées no mecanismo de degradacao da biomassa durante o pré-tratamento. Visto
que a biomassa inicia a sua degradacao por volta de 180 °C (Bobleter, 1994) e o
tempo do pré-tratamento pode influenciar na degradacdo da biomassa, foram
comparados os tempos despendidos para o aquecimento total do reator até chegar a
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temperatura de 195 °C, o tempo de aquecimento de 180 a 195 °C e a concentracéo
de fendlicos totais obtida. Os dados estéo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 — Tempos despendidos para o aquecimento do reator PARR e
concentracoes de fendlicos liberados.

Pré- Tempo total de Tempo de 180 Fendlicos
tratamento aquecimento até 195 °C (min) totais (g
(min) AGE/L)

PT1 80 20 2,08+0,06

PT2 66 16 2,51+0,23

PT3 67 16 2,73+0,04

PT4 57 9 2,64+0,15

O tempo de aquecimento do pré-tratamento 1 (PT1) foi o mais longo
comparado aos outros pré-tratamentos, que interessantemente liberou a menor
concentracao de fendlicos totais. O PT1 possui 4 minutos a mais de aquecimento apds
ter atingido 180 °C comparado ao PT2 e ao PT3 e 11 minutos a mais comparado ao
PT4. Visto que o pré-tratamento acontece em tempos curtos, (10 minutos neste
trabalho) 4 minutos de aquecimento acima de 180 °C é um tempo significante e
poderia causar variacdes expressivas nas concentracées e tipos de inibidores
gerados. Essas hip6teses podem ser confirmadas pela variacdo da concentracao de
fendlicos totais liberados, mostrados na Tabela 11.

Embora os pré-tratamentos 2 e o 3 apresentaram condi¢cdes de
aquecimento bem préximas, uma hipétese para a variagdo da hidrélise enzimatica
seria a propria heterogeneidade e complexidade da estrutura lignocelulésica, que
poderiam contribuir para a nao reprodutibilidade dos produtos gerados e
consequentemente alteraria o comportamento da hidrélise enzimatica. De acordo com
Wyman et al. (2005), a estrutura completa da biomassa e as composicdes da lignina
que se unem as fibras celulésicas formando uma estrutura de compésito ndo é
totalmente conhecida. Outra hipbtese para esses resultados seria a adsorcéo
improdutiva da enzima na lignina, que poderia estar mascarando o efeito de inibicéo

do licor.
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A fim de dar continuidade ao estudo da remocdo dos compostos
fendlicos do licor para melhora da hidrélise enzimatica e a fermentagdo, foram
realizados testes de adsorcao do licor PT3 e a hidrélise enzimatica com o licor tratado
pela fuligem B e B ativada e o carvao ativado de casca de coco, os resultados estdo

mostrados a seguir.

5.5.4 Hidrdlise enzimatica do bagaco-de-cana com o licor tratado
pela fuligem B e fuligem B ativada

Assim como a fuligem A, foi realizada a hidrélise enzimatica do bagaco
com o licor tratado por 5% (m/v) de fuligem B. Embora o percentual de remocéo dos
fendlicos do licor da fuligem B foi inferior ao da fuligem A, foi necessario verificar se o
processo seria melhorado utilizando este adsorvente. Os resultados estdo mostrados
na Figura 34.

Figura 34 - Hidrélise enziméatica do bagaco LHW apds a adsorgcao dos fendlicos do
licor com a fuligem B. L — Licor, LTrs— Licor tratado com 5% (m/v) fuligem B.
Fendlicos (g AGE/L)

Il Fendlicos ZZ Glicose
107 Antesdahidrélise +  Apés a hidrélise
9_ 1
—~ 8-
= _
B 7
& 6-
On _
£ 51
C 4
8 41
5 3.
o |
2
14
oI

L LT, Controle L LT, Controle

FB

Nota-se que aplicando a fuligem B para tratar o licor ndo houve uma
melhora expressiva na concentracdao de glicose (15%), com remocao de 60% dos
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fendlicos totais. Como verificado nos resultados das propriedades estruturais, a
fuligem B apresentou baixa area de superficie (Tabela 4), logo, 5% deste material foi
ineficiente para tratar o licor. A fim de melhorar as suas propriedades, foi realizada a
sua ativacao fisica com CO2 por 2 h em 800 °C. O processo de ativagdo aumentou
1,5 vezes a remocao dos fendlicos totais do licor (PT3), atingindo um percentual de
93% de remocao, utilizando 5% (m/v) de adsorvente a 30 °C, pH do licor (3,6) e 30
rom. Com o intuito de escolher a carga mais adequada para tratar o licor, foram feitos
testes da carga de fuligem B ativada variando de 0,5 a 5% (m/v) na adsor¢ao do licor,
nas mesmas condi¢cdes de anteriormente. Os resultados estao dispostos na Figura
35.

Figura 35 — Adsorgao do licor na fuligem B ativada em 30 °C, pH do licor
(3,6) e 30 rpm para diferentes cargas de adsorvente.
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A maxima eficiéncia de remocao de fendlicos (93+2%) foi atingida para
a maior carga testada, de 5%, e a remocao de ART foi de 17+1%. A remocao de
acucares redutores ao longo da variacao da carga de adsorvente pode estar atribuida
aos grupos funcionais hidrofilicos presentes na superficie da fuligem (Tabela 5), que
podem ter favorecido a afinidade da superficie da fuligem com os aglcares redutores.
Com o intuito de escolher a melhor carga para tratar o licor, foram escolhidas as
cargas de adsorvente a partir de 1%. Observa-se que com 3% de fuligem ativada
foram removidos 82+2% de fendlicos, que foi a porcentagem de remoc¢ao atingida por



80

5% (m/v) de fuligem A e que proporcionou melhora da hidrélise enzimatica. Os
resultados da hidrélise estdo mostrados na Figura 36.

Figura 36 — Hidrolise enzimatica do bagaco LHW ap6s a adsor¢céao dos
fendlicos do licor com a fuligem B ativada. L — Licor, LTx% — Licor tratado por 1, 2, 3, 4
e 5% de fuligem B ativada, respectivamente. Fendlicos (g AGE/L).
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Os resultados da hidrolise mostraram que 2% deste adsorvente foi
suficiente para atingir a concentragdo maxima de glicose que poderia ser obtida
(7,69+0,11) comparada ao controle, reduzindo a concentragéo de fendlicos totais para
1,12 g/L (60% de remoc¢ao) antes da hidrélise. Para fins comparativos, na hidrélise
realizada como controle utilizando tampéo ao invés de licor, a concentragao de glicose
foi de 7,62+0,38 g/L. Para 2% de fuligem B ativada, foram removidos apenas 9% de
acucares redutores totais, que foi semelhante a quantidade removida pela fuligem A
na carga de 5%.

Interessantemente, a mesma quantidade de fendlicos removidos pela
fuligem B comparada a da fuligem B ativada (60%) nao proporcionou a mesma
melhora na eficiéncia da hidrélise enzimatica do bagaco, sendo de 15% para a fuligem
B e de 28% para a fuligem B ativada. Isso pode ter ocorrido porque a fuligem B apés
a ativacdo removeu os fendlicos que foram os maiores inibidores da enzima. A

ativacao da fuligem promoveu o enlargamento dos poros e consequentemente pode
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ter favorecido a adsorcao de fendlicos de tamanhos maiores (oligoméricos), os quais
tém sido relatados como potentes inibidores de enzima (Tejirian e Xu, 2011; Ximenes
et al.,, 2011; Rasmussen et al., 2017). Portanto, o tipo de fendlicos removidos do licor
€ um fator consideravel para garantir a reducao de inibicao da enzima na hidrélise

enzimatica.

5.5.4 Hidrdlise enzimatica do bagaco-de-cana com o licor tratado
pelo carvao ativado de casca de coco

Embora o resultado obtido anteriormente para a hidrélise utilizando o
coquetel de inibidores tratado pelo carvao ativado de casca de coco nédo tenha sido
positivo, foi testado o uso deste adsorvente para o tratamento do licor do pré-
tratamento PT3, ja que foi constatado que tem boa capacidade de adsorcdo de
compostos fendlicos. Para a adsorcado do licor também foram testadas cargas de

adsorvente de 0,5 a 5% (m/v). Os resultados estdo mostrados na Figura 37.

Figura 37 - Adsorcao do licor PT3 no carvao ativado de casca de coco em 30 °C, pH

do licor (3,6) e 30 rpm para diferentes cargas de adsorvente.
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Os resultados mostraram que nao houve adsorcdao de acgucares
redutores totais, independente da carga de adsorvente utilizada. Sobretudo, foi

verificado também que este adsorvente ndo tem afinidade com glicose e nem xilose,
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visto que nao houve adsorcao destes compostos uma vez que ndao houve adsorcéao
destes compostos isolados. Para os fendlicos do licor, cargas de 1 2 e 3% de
adsorvente removeram 50, 67 e 73% dos fendlicos totais, respectivamente, com
pouca variacdo na remocao quando se aumentou a carga até 5% de adsorvente,
atingindo 81% de remocao para esta ultima carga. Desta forma, foram escolhidas as
cargas de 1, 2 e 3% para tratar o licor antes de utiliza-lo na hidrélise enzimatica do
bagaco-de-cana. A hidrélise enzimatica do bagaco foi realizada nas mesmas
condicoes da hidrélise modelo (50°C, pH 5, 30 rpm) com 3 FPU/g substrato). Os
resultados estdo mostrados na Figura 38.

Figura 38 - Hidrolise enzimatica do bagaco LHW apds a adsorcao dos fendlicos do
licor com o carvao ativado de casca de coco (CACO). L — Licor, LTx%— Licor tratado
por 1, 2 e 3% de CACO, respectivamente. Fendlicos (g AGE/L).
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Nota-se que apenas 1% de carvao ativado de casca de coco (CACO) foi
o suficiente para a concentragéo de glicose atingir o valor obtido com controle relizado
somente com tampao. Houve 28% de aumento na concentracao de glicose em relacéao
a hidrélise na presenca do licor, com 50% de remoc¢ao dos fendlicos totais. Quando
utilizado 3% deste adsorvente, aparentemente o rendimento de glicose foi inferior,

entretanto ndo houve diferenca estatistica desta amostra em relacdo as amostras
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LT1% e LT2% para o teste de Tukey a 95% de confianca. Logo, utilizar o CACO para
remocéao dos compostos fendlicos antes da hidrélise enzimatica pode ser tao eficiente
quanto usar a fuligem.

Outros estudos relataram melhorias na hidrélise enzimatica apés a
remocao de compostos fendlicos do licor de pré-tratamento. Kim et al. (2011)
encontraram que 0 uso de carvao ativado para remover fendis do licor de pré-
tratamento liquido de maple aumentou o rendimento de hidrélise em 20%. Kim et al.
(2011) removeram fendis de hardwood pré-tratada com vapor usando XAD-7, o que
aumentou o rendimento de hidrélise em 25%. Zhai et al. (2016) também relataram
rendimentos aumentados na hidrélise de poplar e lodgepole pré-tratados a vapor,
quando os fendlicos foram removidos usando carvao ativado.

As melhorias na hidrélise enzimatica apdés a remocao de fendlicos
podem ser explicadas pela reducao nos efeitos inibitérios dos compostos na atividade
das enzimas celuloliticas. Gonzalez-Bautista et al. (2017) avaliaram as atividades de
endoglucanase e xilanase na presenca de diferentes concentracées de compostos
fendlicos liberados durante a sacarificacao do bagacgo de cana-de-acglcar. A atividade
da endoglucanase mostrou 64% de inibicdo em 50 pg/mL de compostos fendlicos,
enquanto que a atividade da xilanase mostrou 77% de inibicdo a 100 ug/mL de
fendlicos. A fim de reduzir os efeitos inibitérios dos compostos fendlicos, foram
adicionados PVP e PEG (polimeros) ao processo de producao enzimatica, com efeitos
positivos na liberacao de acucares redutores, porque a ligacao dos polimeros aos
compostos fendlicos atuou para proteger a enzimas.

Apo6s os estudos de hidrolise com o licor tratado, foi realizado um estudo
de hidrélise do bagacgo no licor PT3 aumentando a carga de enzima até 9 FPU/g. Os
resultados estdo mostrados na Figura 39.

Curiosamente, ocorreu 0 mesmo comportamento que foi obtido para as
hidrélises da celulose na presenca do coquetel C1,0HF (Figura 25), onde a glicose
obtida para 6 FPU/g sem inibidores (condicao controle) foi equivalente aquela obtida
para 9 FPU/g na presenca de inibidores (do licor). Estes resultados significam também
que para o mesmo rendimento de glicose, seria necessario 50% a mais de enzima na
hidrélise se o licor PT3 nao fosse tratado, ja que a hidrdlise com o licor PT3 tratado
poderia ser similar a hidrélise controle. Apesar da necessidade de reduzir os efeitos
inibitérios dos fendlicos a fim de melhorar as reacdes de hidrélise enzimatica da
biomassa lignocelulésica, a implementagcdo da maioria das opc¢des tecnoldgicas
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reportadas na literatura provavelmente ndo seria economicamente viavel em
processos industriais de grande escala. Portanto, é necessario encontrar estratégias
mais econdmicas para mitigar os efeitos dos inibidores das reagdes bioquimicas

envolvidas na conversao de biomassa lignocelulésica.

Figura 39 - Hidrolise enzimética do bagaco aumentando a carga enzimatica para o

controle (hidrélise em tampéao sem inibidores) e na presenca do licor PT3.
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Neste trabalho, verificou-se que a remocao de compostos fendlicos do
licor de pré-tratamento de LHW usando a fuligem de bagaco de cana-de-aglcar € o
carvao ativado de casca de coco foi muito eficiente e proporcionou um aumento
significativo na glicose liberada durante a reacdo de hidrolise enzimatica. A fuligem &
um material residual gerado nas caldeiras da usina de cana-de-acucar apés a
carbonizacao incompleta do bagaco-de-cana, que é usado como combustivel nas
caldeiras para a producéo de energia (Lado et al., 2016). Mostramos aqui que estes
adsorventes sdo de baixo custo, ou sem custo como a fuligem A, com eficiéncia
comparavel a de um carvao ativado comercial para a remoc¢ao de compostos fenélicos
de licor de pré-tratamento LHW de bagaco de cana-de-acucar.

5.6 Fermentacao apos detoxificacao dos inibidores
Primeiramente foi realizada a fermentacao alcodlica de um hidrolisado
obtido de celulose na presenca de um coquetel de inibidores (C1,0HF). Este coquetel
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foi tratado com 2% de fuligem B ativada (carga previamente escolhida com base no
estudo de adsorcado do item 5.4.2). Ap6s a remocao dos fendlicos, foi realizada a
hidrélise da celulose na presenca deste coquetel tratado com 6 FPU/g de enzima, nas
mesmas condi¢des realizadas anteriormente (50 °C, pH 5, 24 h, 30 rpm) e em seguida
foi realizada a fermentacédo a 34 °C por 8 h. A Figura 40 mostra a porcentagem de
glicose consumida e da eficiéncia da fermentagdo e a concentragdo dos inibidores

antes e apds a adsorcao.

Figura 40 - Fermentacgao alcodlica ap6s hidrélise de celulose na presenca do
coquetel C1,0HF tratado com 2% de fuligem B ativada. Concentracées de HMF,
furfural (FUR) e fendlicos totais (mg AGE/L) sdo apresentadas antes e depois da

adsorcao (ads). Controle: Fermentacao da glicose obtida da hidrélise em tampéao pH

5.
A - 1,0HF (mg/L) | C1,0HF tratad
Il Eficiéncia da fermentagéo C1.0HF (mglL) | C (mg/rl_a)la ©
Y Glicose consumida HMF 1000 241
FUR 3000 356
Phe 2780 90

Porcentagem (%)

Controle C1,0HF tratado C1,0HF

A adsorcao de fendlicos, HMF e furfural presentes no coquetel C1,0HF
na fuligem B ativada anteriormente a hidrélise enzimatica promoveu 97, 76 e 88% de
remocao, respectivamente. A remocado desses compostos evitou a inibicdo da
levedura resultando num aumento notavel da eficiéncia da fermentacao (5,5 vezes)
comparado com a fermentacdo do hidrolisado produzido na presenca do coquetel
C1,0HF.
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As concentracbes de 0,090 g AGE/L de compostos fendlicos, 0,241 e
0,356 g/L de HMF e furfural, respectivamente, ap6s a adsorcédo do coquetel C1,0HF
em fuligem B ativada nao interferiram na fermentacao alcodlica para esta condicao.
Portanto, a detoxificagdo deve garantir que o composto inibidor deve ser reduzido a
uma concentracdo minima que nao interfira no processo de producao de etanol. Neste
trabalho foi possivel garantir a capacidade da fuligem B ativada para a remoc¢ao de
compostos fendlicos e furaldeidos presentes no hidrolisado da biomassa
lignocelulésica utilizada na producéao de etanol.

Em seguida, foi realizada a fermentacao da glicose na presenca do licor
do pré-tratamento da biomassa (PT4). Este licor foi tratado com 3% (m/v) da fuligem
B ativada, 2% (m/v) do carvao ativado de casca de coco e 5% do carvao ativado
comercial e fermentacdes foram realizadas nestes licores tratados, bem como para
um controle sem inibidores, que é a fermentacao da glicose em tampéao pH 4,6. As
cargas de 3% de fuligem B ativada e 2% de carvao ativado de casca de coco foram
escolhidas a fim de assegurar uma detoxificagcdo eficiente antes do processo de
fermentacao. A concentracao de fendlicos totais, HMF e furfural do licor antes e ap6s
a adsorcao do licor estdo na Tabela 12. A fermentacdo dos licores tratados foi
realizada com 14 g/L de glicose inicial e 2 g/L de levedura.

Tabela 12 - Concentracdes de inibidores antes e apds a adsor¢ao. LT — licor tratado;
CAC - carvao ativado comercial; FBA — Fuligem B ativada; CACO - carvao ativado

de casca de coco.

Fendlicos totais HMF (g/L) Furfural (g/L)
(g AGE/L)
Licor (inicial) 2,64+0,15 0,21 0,66
LT - FBA 3% 0,93+0,04 0,02 0,12
LT - CACO 2% 1,40+0,01 0,00 0,00
LT - CAC 5% 0,19+0,01 0,00 0,00

A Tabela 12 mostra que a fuligem B ativada e o carvao ativado de casca
de coco foram eficientes para remover os inibidores da fermentacao. Embora a fuligem
B ativada tenha removido 90% de HMF e 82% de furfural, o carvao ativado de casca

de coco em menor carga (2%) foi mais eficiente para a adsorcao dos furaldeidos.
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Como esperado, o carvao ativado removeu praticamente todos os fendlicos (93% de
remocéao) e completamente o HMF e o furfural. Os resultados da fermentacéao (Figura
41) mostram que houve pouquissima producao de etanol na presenca do licor original.
Estas remogbes promoveram um aumento de 11 e 14 vezes na eficiéncia da
fermentacdo, usando a fuligem B ativada e o carvdo ativado de casca de coco,
respectivamente, sendo este ultimo comparavel ao carvao ativado comercial. A
eficiéncia do etanol produzido pelo licor tratado com o carvao ativado de casca de
coco foi superior a eficiéncia do etanol produzido pela fuligem B ativada e

curiosamente, foi superior ao controle.

Figura 41 - Fermentacéao alcodlica da glicose na presenca do licor do bagacgo-de-
cana LHW tratado com 5% (m/v) de carvao ativado comercial (CAC), 3% (m/v) de
fuligem B ativada (FBA) e 2% (m/v) de carvao ativado de casca de coco (CACO).

Controle: fermentagéo da glicose em tampéo pH 4,6.
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Pelos resultados da Tabela 12, pode-se inferir que os fendlicos foram
menos téxicos para a levedura, uma vez que sobrou 1,3 g/L na solucado tratada pelo
carvao ativado de casca de coco e a levedura conseguiu realizar a fermentacéo de
forma satisfatéria. Uma hipdtese para as fermentacoes realizadas na presenca dos
licores tratados por carvao ativado de coco e comercial serem maiores que o controle

€ de que a levedura pode estar consumindo outros tipos de acucares redutores
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presentes no licor, pois no controle ha somente glicose e tampéo sem inibidores. Outra
hipbtese para a melhora destas eficiéncias € que outros furaldeidos ndo foram
completamente removidos pela fuligem B ativada ou que algum outro composto
inibidor presente no licor foi melhor removido por estes adsorventes do que pela
fuligem B ativada.

Resultados semelhantes foram encontrados por Miyafuji et al., (2003) e
Yoshioka et al, (2018). Os autores encontraram que sem a detoxificacdo de
hidrolisados, nao foi viavel realizar a fermentacao alcodlica. Miyafuji et al., (2003)
verificaram que a remocao de compostos fendlicos e furanos de um hidrolisado obtido
a partir de spruce chips com carvdo de madeira aumentou a fermentabilidade da
glicose usando Saccharomyces cerevisiae. Yoshioka et al, (2018) utilizaram como
adsorvente a lignina residual formada apés a SSCF (sacarificacao simultanea e co-
fermentacdo). Os autores aplicaram a detoxificacdo do licor do pré-tratamento de
Eucalyptus globulus antes do processo de hidrolise e realizando a adsor¢ao, hidrélise
e a fermentacao simultaneamente, onde o bioetanol sé foi produzido para os métodos
utilizados, usando Zymomonas mobilis geneticamente modificada, apdés a
detoxificagdo do licor ou colocando o adsorvente no processo SSCF.

Portanto, o uso da adsorcdo tem se mostrado uma técnica adequada
para melhorar a producédo de etanol, bem como o uso de adsorventes alternativos,
que minimizariam os custos para o processo. Assim, a fuligem e o carvao ativado de
casca de coco mostraram que podem ser adsorventes promissores para esta

aplicagéo.

5.7 Estudo de minimizacao da quantidade de adsorvente para tratar o licor
do pré-tratamento do bagaco

A fuligem B como recebida pela usina apresentou baixa area de
superficie, e desta forma poderia ser requerida alta carga de adsorvente no processo,
tornando inviavel a sua utilizagdo como adsorvente. A ativacao fisica da fuligem foi
essencial para alcancar os resultados desejados, e apenas 2% deste adsorvente foi
necessario para aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica. A fuligem é produzida
em quantidades relativamente pequenas na usina, o processo de ativagao requer
custos e ainda ha uma perda de aproximadamente 30% da massa de fuligem utilizada

na ativagdo. Sendo assim, a menor quantidade de fuligem ativada pode ser desejavel
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para o processo de adsor¢ao dos fendlicos do licor. Outro aspecto importante é que
minimizando a carga de fuligem na adsorcédo, reduz-se também a remocdo dos
acucares redutores totais. Assim como a fuligem, o carvao de casca de coco também
passou pelo processo de ativacao fisica, logo, também é interessante que sua carga
seja minimizada no processo. A carga de adsorvente pode ser reduzida se forem
utilizadas estratégias de bateladas em multiestagios.

E possivel estimar a quantidade minima de adsorvente, considerando
que as isotermas obtidas para o licor PT3 em fuligem B ativada e do carvao ativado
de casca de coco seguiram a forma de Freundlich (R? = 0,98 e 0,99, respectivamente)
(Figura 42), utilizando o balan¢o de massa a seguir para dois estagios de adsorcao.

W=W,+W,= V.(C01—C1) +V.(Cll—C2) (9)

n n
¢ ¢y

V € o volume de solucgéo.

Co é a concentracao inicial de fendlicos.

C1 é a concentracao de fendlicos de saida do estagio 1
C2é a concentragao de fendlicos de saida do estagio 2.
W é a massa de adsorvente.

n é um parametro da isoterma de Freundlich.

Derivando-se a Equacado 9 com relacdo a C1 e igualando-se a zero,
(dWtotal/dC1) = 0, obtém-se o ponto de minimo da fungdo para W, resultando na

Equacao 10. A deducao da derivada desta equacao esta apresentada no Apéndice D.

(Co=C)-(3)
C1

it
_1)n =14+ (10)
Cz

Primeiro determinou-se C1com a Equacao 10, fixando C2 (concentracao
final) de acordo com as concentracdoes obtidas para reduzir a inibicao na hidrélise
(0,86 g/L para a fuligem ativada e 1,38 g/L para o carvao ativado de casca de coco) e
depois W1 e W2 com a equacéao 9 e consequentemente, W. A solugéo da Equacéo 10

€ implicita e foi resolvida com o auxilio do Solver. Os parametros utilizados para a
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resolucao da Equacéao 10 e os parametros da isoterma de Freundlich estdo mostrados
na Tabela 13.

Figura 42 — Isoterma do licor PT3 na fuligem B ativada (a) e no carvao ativado de

casca de coco (b).
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Tabela 13 — Parametros utilizados para os calculos da quantidade minima de
adsorvente em dois estagios.

Parametros Fuligem B ativada Carvao ativado

de casca de coco

Co de fendlicos totais 2,6 g/L 2,6 g/L

do licor

\Y 0,002 L 0,002 L

1/n 0,504 1,0282

K 1,06E-1 L/g 0,089 g/g.(L/g)'n

O volume utilizado para os célculos foi de um tubo de 2 mL, e a carga de
adsorvente calculada esta expressa em porcentagem. Utilizando os parametros
encontrados na isoterma de Freundlich, as quantidades de fuligem ativada
encontradas utilizando as Equacgdes 9 e 10 foram de 1,1% de adsorvente no primeiro
estagio para atingir 1,33 g/L e 0,5% no segundo estagio para atingir 0,86 g/L. Estes
resultados mostram que é possivel diminuir a quantidade total de adsorvente na
adsorcao de 2 para 1,6%, que significa uma reducao de 20% de fuligem ativada.

Para o carvao ativado de casca de coco, 1% foi a carga ideal para a
melhora da hidrélise enzimatica, entre as cargas testadas. Realizando os calculos de



91

minimizacao, para o primeiro estagio seria necessario 0,5% de adsorvente para atingir
1,78 g/L, e 0,3% para atingir 1,38 g/L no segundo estagio de adsorcédo, que foi a
concentracdo minima encontrada para reduzir a inibicdo da hidrélise, totalizando 0,8%
de adsorvente requerido para dois estagios de adsorcdo. Ou seja, assim como a
fuligem, a carga de adsorvente também poderia ser reduzida em 20%.

Neste trabalho, verificou-se que a remocao de compostos fendlicos do
licor de pré-tratamento de LHW usando fuligem de bagaco de cana-de-acucar e o
carvao ativado de casca de coco foi muito eficiente e proporcionou um aumento
significativo na glicose liberada durante a reag&o de hidrélise enzimatica. Mostramos
aqui que tanto a fuligem quanto o carvao de casca de coco ativados sdo adsorventes
de baixo custo com eficiéncia comparavel a de um carvao ativado comercial para a
remocao de compostos fendlicos do licor do pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acucar LHW.

O uso proposto destes adsorventes para a remocao dos inibidores
gerados no pré-tratamento da biomassa lignocelulésica também pode contribuir para
a implementacéo de diferentes configuracées de processo dentro da biorrefinaria. A
eficiéncia melhorada das reacbes de hidrolise enzimatica para produzir agucares
simples poderia permitir uma melhor eficiéncia do processo de fermentagéo para obter
etanol ou outros bioprodutos. Além disso, a remocéao de fendlicos também pode ser
aplicada para melhorar o uso dos agucares de pentoses presentes no licor em
aplicacoes distintas. Esta configuragao contribuiria para o uso dos agucares da fracao
hemicelulésica, o que é crucial para o uso eficiente da biomassa vegetal na
biorrefinaria (Dodd e Cann, 2009). O uso de agucares como plataforma para obter
biocombustiveis e diferentes bioprodutos empregando quimica verde e sustentavel é
considerado como a rota mais promissora para alcancar as demandas atuais de uma

futura economia de bioprodutos.
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6. CONCLUSOES

A remocao dos compostos fendlicos gerados durante o processo de pré-
tratamento da biomassa lignocelulésica é necessaria para minimizar a inibicao das
enzimas e leveduras e assim, melhorar a eficiéncia da hidrolise enzimatica e a
fermentacao alcodlica. Neste trabalho, demonstramos que os adsorventes avaliados
(fuligem do bagaco de cana-de agucar e carvao ativado de casca de coco) podem
proporcionar remocgao altamente eficaz de compostos fendlicos do licor de pré-
tratamento hidrotérmico do bagaco de cana. Os adsorventes foram capazes de
adsorver compostos fendlicos monoméricos e oligoméricos. Esta caracteristica é
essencial, porque os licores derivados de diferentes tipos de matéria-prima
lignocelulésica e diferentes processos de pré-tratamento irdo conter uma variedade
de compostos fenélicos com diferentes tamanhos e cargas. O licor proveniente do pré-
tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-acucar previamente tratado antes da
hidrélise enzimatica com a fuligem A proporcionou um aumento de 52% na
concentracdo de glicose, comparavel aos resultados obtidos com carvao ativado
comercial. O uso da fuligem B ativada e o carvao ativado de casca de coco
promoveram um aumento de 28% na concentracao de acgucar liberada na hidrélise,
utilizando um licor com inibicdo equivalente. Para o processo de fermentacdo na
presenca do licor, foi crucial o tratamento dos licores pela adsor¢do, reduzindo a
concentracdo de compostos inibidores, sendo que foi mais eficiente utilizando o
carvao ativado de casca de coco comparado a fuligem B ativada.

Ativar a fuligem fisicamente € uma alternativa quando o material ndo
apresenta uma area de superficie suficiente para a remocao eficiente dos compostos
fendlicos do licor e também para poder reduzir a quantidade de adsorvente na
adsorcao. Embora a adsor¢ao dos compostos fendlicos do licor seja uma etapa a mais
no processo, devem ser levados em conta os ganhos de reutilizar o licor do pré-
tratamento para aproveitar os acglUcares de pentoses, melhor aproveitamento da
enzima na hidrélise, gerando maior concentracao de glicose para a fermentacao e
melhora também no processo de fermentacao, visto que as leveduras também sao
inibidas pelos compostos fendlicos.

Portanto, o uso fuligem, bem como o carvao ativado de casca de coco
como adsorvente para a remocgao de fendlicos e furaldeidos é altamente atrativo,

especialmente porque os materiais precursores sdo residuos, reduzindo custos
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envolvidos na aquisicdo do adsorvente. Os resultados relatados aqui poderiam
potencialmente contribuir para a implementagéao de processamento industrial de larga
escala mais eficiente da lignocelulose de biomassa para produzir agicares ou outros

bioprodutos, em conformidade com o conceito de biorrefinaria.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar a regeneracdo dos adsorventes utilizando solventes para
realizar a dessorcao dos compostos;

- Realizar a analise por espectroscopia de fotoelétrons por raios X (XPS)
para quantificar os grupos funcionais da superficie dos adsorventes;

- Avaliar tratamentos quimicos para aumentar a afinidade entre os
adsorventes e os inibidores do licor;

- Realizar a detoxificagao do hidrolisado antes da fermentagao alcodlica;

- Avaliar a fermentacao da xilose com o licor tratado.
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Apéndice A — Absorbéancia do acido tanico e da vanilina

Figura 43 - Absorbancia do acido tanico em diferentes concentragdes.

Figura 44 — Absorbancia da vanilina em diferentes concentragdes.

Absorbancia

Absorbancia

45
4,0
35.]
3,0
2,51
2,01
1,54
1,0
0,51
0,01
-0,5 1

T T T
—25mg/L

X T ¥ T X T
——50mg/L ]
—— 100 mg/L -
— 250 mg/L |

100

T T T T T T T T T T T T ? T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

- —— 50 mg/L
Lik —— 25 mglL]
34
2 4
14
04
T L T i T 3 T L T
150 200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

109



110

Apéndice B — Isotermas de adsorcao/dessorcao de N2dos adsorventes
Figura 45 — Isoterma de adsor¢cao/dessorcao da fuligem A.
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Figura 47 - Isoterma de adsorcao/dessorcao da fuligem B ativada.
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Figura 49 - Isoterma de adsorcao/dessorcao do carvao ativado comercial.
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de poros obtida pelo método BJH.

icao

Apéndice C — Distribu

Figura 50 - Distribuicdo de poros BJH da fuligem A.
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Figura 51 - Distribuicdo de poros BJH da fuligem B.
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Figura 52 - Distribui¢cdo de poros BJH da fuligem B ativada.
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Figura 53 - Distribuigdo de poros BJH do carvdo ativado de casca de coco.
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Figura 54 - Distribuigao de poros BJH do carvéao ativado comercial.
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Apéndice D — Deducao da derivada da Equacao 8 com relacao a Ci.

V-(Co=C1) V(C1=C5)

f=wW=w+w,= 2 Vo

cr 4
O STVt Ly Ty ) o 2
aC, 2 1
Dividindo por V:
U G W S
ac, n 2 1

1

Dividindo por ¢, ":

of __(ComCy o et _
ac, C 1+(cz)n =0

Rearranjando:

1
(Co - Cl)-ﬁ

IR
—)n =
(Cz) .



