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Resumo

A utilizacdo das biomassas lignocelulésicas para a producdo de etanol, como a palha de
cana-de-agucar, pressupde que etapas adicionais sejam acrescentadas ao processo para
obtencdo dos acuUcares que serdo convertidos a etanol via rota fermentativa. Sendo
assim, torna-se imprescindivel a realizacdo de um pré-tratamento, que ira alterar essa
estrutura, tornando-a mais acessivel e suscetivel & proxima etapa, a hidrolise enzimatica.
Esse trabalho visou ao estudo de estratégias de pré-tratamento e hidrolise enzimética da
palha de cana-de-agUcar, com o objetivo de avaliar a melhor configuracdo para
producdo de bioetanol, levando-se em conta fatores chave associados a essas duas
etapas. Inicialmente, realizou-se pré-tratamento hidrotérmico (PTH) utilizando-se
razBes palha/agua de 1:5 a 1:20 m/v, a 195°C, 200 rpm por 10 min. Sequencialmente ao
PTH, ensaios de deslignificacdo em solucédo alcalina de peroxido de hidrogénio (PTA)
foram realizados (H.0, 1% v/v, pH 11,5). Um planejamento experimental (fatores:
razd0 Mpaiha seca/Vagua NO PTH e temperatura no PTA) foi realizado para escolha e
otimizacdo das condicGes operacionais. Na etapa de hidrélise enzimatica utilizou-se 20
FPU/Qceiuiose € 15% m/v de sélidos. As varidveis-resposta do planejamento experimental
foram o teor de celulose e conversao de celulose em glicose. Foi possivel constatar que
a hidrolise enzimatica ndo foi melhorada apds o pré-tratamento alcalino. Logo, diante da
elevada eficiéncia do pré-tratamento hidrotérmico identificada no estudo, custos
operacionais concernentes a etapa alcalina podem ser descartados. Na modelagem
matematica do PTH, os ensaios foram conduzidos fixando-se a carga de sélidos em 10%
m/v, variando-se a temperatura de 180 a 210°C e o tempo reacional (0 a 40 min), com o
intuito de identificar, a temperatura e o tempo 6timos com relacdo a degradacdo dos
acucares e formacao de inibidores. A 195°C/15 min, 85% de remocdo de hemicelulose e
21% de remocdo de celulose foram alcancadas. Os modelos apresentados podem ser
utilizados em estudos de engenharia, incluindo analises de viabilidade técnica e
econémica da producdo de etanol de segunda geracdo. Ensaios de hidrolise enzimatica
foram realizados em volume reacional de 50 mL, empregando-se cargas de solidos de
10 a 30% m/v, em batelada e batelada alimentada. Um escalonamento foi realizado para
um volume de 3-L, empregando-se diferentes estratégias de alimentacdo de
substrato/enzima (batelada alimentada), de forma a atingir carga de solidos final de 30%

m/v. Os ensaios mostraram que a medida que a carga de sélidos se eleva, a conversao de



celulose em glicose diminui. Os experimentos conduzidos em batelada alimentada
demonstraram melhor desempenho quando comparados aos ensaios em batelada.
Aumentos de 3,4 (10% m/v); 9,2 (20% m/v) e 19,8 % (30% m/v) na conversdao de
celulose em glicose foram obtidos, considerando os ensaios realizados em batelada
alimentada. Nos ensaios conduzidos em volume de 3L, os resultados mostraram que a
melhor condigdo empregada foi aquela com menor concentracao de sélidos adicionada a
cada alimentagdo com maior nimero de adi¢cdes de substrato. O consumo de poténcia
por unidade de volume e a reologia do meio reacional apresentaram valores baixos para
a condicdo onde o perfil de alimentacdo foi mais distribuido ao longo do tempo,
indicando que esse modo de operacdo é adequado do ponto de vista de processo,
alcancando resultados factiveis industrialmente em termos de concentracao de glicose e

consumo de energia.

Palavras-chave: palha de cana-de-acucar; pré-tratamento hidrotérmico; estudo cinético;

consumo de poténcia; batelada alimentada.



Abstract

The use of lignocellulosic biomass for ethanol production, such as, the sugarcane straw,
suggests that additional steps should be included aiming the sugars release, that will be
converted to ethanol via fermentative route. In this way, it is essential to conduct a
pretreatment step, to disrupt partially the recalcitrant structure, increasing cellulose
accessibility to hydrolysis by cellulases. This work aims the study of pretreatment and
enzymatic hydrolysis strategies of sugarcane straw. The goal is evaluate the best
configuration to bioethanol production, taking into account key factors correlated to
these two steps. Firstly, the hydrothermal pretreatment (HPT) was conducted in a
straw/water ratio of 1:5 to 1:20 (w/v), at 195°C, 10 min and 200 rpm. HPT was
followed by alkaline pretreatment (APT, H,O, 1% v/v, pH 11.5). An experimental
design (variables: ratio of Wary straw /Vwater during the HPT and temperature during the
APT) was performed to choice and optimization of the operational conditions. On
enzymatic hydrolysis step, 20 FPU/Qeenuiose and 15% (w/v) of solid loading were
applied. The experimental design responses were: cellulose content and cellulose-to-
glucose conversion. It was observed that the enzymatic hydrolysis was not improved
after the alkaline pretreatment. Thus, taking into account the high efficience of the
hydrothermal pretreatment identified in this study, operational costs concerning the
alkaline step can be eliminated. In a study concerning HPT mathematical modeling, the
assays were conducted applying 10% (w/v) of solid loading and by vary the temperature
(180 a 210°C) and time of reaction (0 to 40 min), aiming the identification, from a
proposed kinetic model, the optimal temperature and time regarding to sugars
degradation and inhibitors formation. At 195 °C/15 min, the pretreatment reached 85%
of hemicellulose removal. This condition promoted a little degradation of cellulosic
fraction, only 21%. The models proposed in this work can be utilized for engineering
studies, including technical and economic feasibility analysis of 2G ethanol production.
In addition to the studies developed in this thesis, enzymatic hydrolysis assays were
performed in stirred tank reactors, with a reaction volume of 50-mL, applying solids
loading of 10, 20, and 30% (w/v), in batch and fed-batch modes. Experiments were
conducted in 3-L working volume, under different feeding strategies of
substrate/enzyme (fed-batch), reaching 30% (w/v) of solids loading. The assays showed

that as the solids loading increases, a decrease in the cellulose-to-glucose conversion is



observed. The experiments conducted in fed-batch mode showed high performance
when compared with those performed in batch mode. An increase of 3.4 (10% wi/v); 9.2
(20% wi/v) and 19.8 % (30% w/v) in the cellulose-to-glucose conversion was obtained,
taking into account the assays performed in fed-batch mode. Concerning the assays
conducted in 3-L working volume, the results showed that the best condition was the
one where the feeding profile was smoother (lower solid concentration added in each
feed time, but more substrate additions). Both the power consumption per unit volume
and the rheology presented lower values to the condition where the feeding profile was
smoother. This behavior indicates that this operational mode is more suitable from
process point of view, reaching results industrially feasible in terms of glucose content

and the energy consumption.

Key-words: sugarcane straw; hydrothermal pretreatment; Kkinetic study; power

consumption; fed-batch.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Devido a elevada demanda por combustiveis, instabilidade nos precos do
petréleo e as restricdes ambientais relacionadas ao uso de combustiveis fosseis, manifesta-se
uma elevada necessidade de diversificacdo da matriz energética mundial, como forma de
complementacéo as fontes derivadas do petrdleo. Nesse contexto, com o intuito de suprir as
necessidades mundiais concernentes aos combustiveis, surgem as biomassas (GONZALEZ et
al., 2012; SANCHEZ et al., 2013; SANTOS et al., 2014; PEREIRA et al., 2015).

Com relacdo ao uso de biomassas, o Brasil encontra-se em posi¢do de destaque
visto que é um pais tropical, recebendo intensa radiacdo solar durante todo o ano, em grande
parte de seu extenso territorio. As condi¢des climaticas sdo, portanto, bastante favoraveis para
a obtencdo de energia a partir das biomassas. Outro fator que corrobora essa afirmacao € o
fato de que o Brasil € pioneiro na producdo de etanol a partir do caldo da cana-de-agucar,
sendo o primeiro no ranking mundial (PRATTO, 2015; CORREA, 2016).

O relatorio final do Balango Energético Nacional 2017 (ano base 2016) mostra
(Figura 1.1) que a oferta interna de energia ainda encontra-se fortemente dependente dos nao
renovaveis, com 56,5 % (36,5 % provenientes do petréleo e seus derivados), frente a 43,5 % a
partir de fontes renovaveis (17,5 % da biomassa da cana-de-agUcar).

Figura 1.1: Reparti¢do da oferta energética do Brasil.

I RENOVAVEIS » 43,5%

1Inclui importagdo de eletricidade oriunda de fonte hidradulica

o nevovavers > sost.

biomassa da hidraulicat lenha e lixivia e outras
cana carvdo vegetal renovaveis
17,5% 12,6% 8,0% 5,47%

petrdleo e gas carvdo uranio outras ndo
derivados natural mineral renovaveis
36,5% 12,3% 5,5% 1,5% 0,7%
Fonte: BEN (2017).
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J& a participacdo dos renovaveis na matriz energética mundial foi de 13,5 %,
apontando que esse percentual manteve-se entre os mais elevados do mundo (BEN, 2017).

No contexto das biomassas, os materiais lignocelulésicos, formados por
celulose, hemicelulose e lignina, surgem como alternativa promissora visto que possuem em
sua composicao alto teor de carboidratos, que podem ser convertidos a etanol. Nesse caso,
tem-se o etanol chamado de segunda geracdo — E2G (GOUVEIA et al., 2009; PEREIRA et
al.,, 2015). A Tabela 1.1 apresenta o teor desses trés componentes principais (celulose,
hemicelulose e lignina) presentes em algumas biomassas que vem sendo estudadas para a

producdo do E2G.

Tabela 1.1: Composicéo quimica de biomassas.

Composi¢do Quimica (%)

Residuo Celulose Hemicelulose Lignina Referéncia
Bagaco de cana-de-agUcar 36,6 28,5 13,8 PEREIRA et al., 2015
Palha de cana-de-agUcar 34,8 24,3 20,2 PRATTO et al., 2016
Palha de milho 36,7 34,2 14,0
Sabugo de milho 35,4 26,9 18,0 SANTOS, 2014
Casca de coco 41,0 21,5 30,6 ESTEVES, 2014
Casca de arroz 34,0 13,0 29,0 HICKERT, 2010

Nota-se pela Tabela 1.1 que a celulose é o componente majoritario, seguido
pela hemicelulose (exce¢édo para a casca de coco e de arroz que possuem maior teor de lignina
do que de hemicelulose), indicando alto potencial de conversdo desses polissacarideos a

etanol.

A grande diferenca entre os processos de obtencdo de etanol diretamente do
caldo (E1G) e o etanol de segunda geracdo (E2G) é o fato de que, para converter 0s
polissacarideos a etanol, necessita-se da inclusdo de mais duas etapas, o pré-tratamento e a
hidrolise da biomassa, além das etapas de fermentacdo e destilacdo ja empregadas (Figura
1.2). Isso porque nos lignoceluldsicos, devido a sua estrutura recalcitrante, os aglcares ndo se
encontram diretamente disponiveis, como no caso das matérias sacarideas, sendo o pré-
tratamento responsavel por tornar as cadeias poliméricas acessiveis para posterior etapa de
hidrélise, onde ocorrera a obtencdo dos monémeros fermentesciveis (LENNARTSSON;
ERLANDSSON; TAHERZADEH, 2014; CORREA, 2016). Esse fator torna desafiadora a

tecnologia de producdo de etanol a partir de biomassas lignocelulosicas (E2G).
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Figura 1.2: Etapas de obtenc¢do do etanol 2G.
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Fonte: Acervo do autor (2017).

A parede celular dos materiais lignocelulésicos € composta por fibras de
celulose e hemicelulose, envolvidas por uma macromolécula aromética denominada lignina,
que imprime elevada rigidez a parede celular da célula vegetal. Devido a elevada organizacao
dessa matriz natural, o acesso aos monémeros constituintes dos polissacarideos (celulose e
hemicelulose) é dificultado (CANILHA et al., 2009; SANTOS, 2014; PRATTO, 2015).

Os pré-tratamentos encontram-se subdivididos em fisicos, quimicos, biolégicos
ou combinados. Configuram a etapa inicial do processo de obtencdo de E2G, visando a
desorganizacdo da estrutura lignoceluldsica. Subsequente ao pré-tratamento, a etapa de
hidrolise é realizada, visando a sacarificacdo dos polimeros em mondmeros, passiveis a
fermentacdo. A hidrélise pode ser &cida ou enzimética, sendo a Ultima a mais utilizada
industrialmente devido a sua elevada seletividade. A fermentacdo pode ocorrer posteriormente
ou simultaneamente a etapa de hidrolise, na qual os microrganismos atuam na transformacéo
dos acUcares a etanol. Finalmente, na etapa de destilacdo, o etanol sera concentrado, obtendo-
se o etanol hidratado ou anidro (SANTOS et al., 2014).

Para cada uma dessas etapas, diversas formas de execucdo tém sido
encontradas na literatura. O grande desafio, porém, caracteriza-se por identificar a
configuracdo dessas etapas que apresentard menor consumo de energia e maior conversao na

sacarificacdo, com posterior producdo de bioetanol (SANTOS et al., 2012; VIIKARI,
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VEHMAANPERA; KOIVULA, 2012; DUTTA,; HALDER; MANDAL, 2014; MAURYA,
SINGLA,; NEGI, 2015).

O pre-tratamento hidrotérmico tem se destacado dentre os pré-tratamentos
combinados, visto que ha interesse no estudo da influéncia da 4gua quente sob alta presséo
nos processos de conversdo de biomassas. Nesse caso, a 4gua atua como o solvente e deve
estar entre 150 e 230 °C. O pré-tratamento € visto como promissor, pois a principio ndo gera

nenhum tipo de corroséo ao equipamento utilizado (OLIVEIRA et al., 2014).

O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino € um tratamento
quimico que objetiva a deslignificacdo da biomassa. Ocorre em condicdes amenas de
temperatura e pressdo, sendo considerado de baixo impacto ambiental. Esse pré-tratamento
pode ser realizado sequencialmente ao hidrotérmico, alcancando assim remocdes elevadas

tanto da lignina quanto da fracdo hemicelulésica (BANERJEE et al., 2012).

A aplicabilidade do pré-tratamento de biomassas tem sido abordada na
literatura com a descricdo de modelos matematicos capazes de prever o comportamento dos
acucares e produtos de degradacdo durante sua execucdo. O objetivo é que o modelo cinético
consiga fornecer entendimento fundamental das mudancas que ocorrem com a fracdo
celulésica e hemiceluldsica durante a auto-hidrolise, sem ser, a0 mesmo tempo, muito
complexo (MITTAL et al., 2009a; PRATTO et al., 2016).

A etapa de hidrolise enzimatica representa uma das maiores dificuldades em
tornar o processo de producédo de etanol de segunda geracao industrialmente viavel, devido a
gargalos técnicos e econdmicos. Idealmente, para se obter um licor concentrado em glicose
seria importante realizar essa etapa utilizando-se uma carga de solidos elevada, todavia essa
acao leva a maior formacéo de inibidores das enzimas e dificuldades de transferéncia de calor
e massa (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b).

Ximenes et al. (2010) apontaram viabilidade econémica na producéo de etanol
de segunda geracao ao se utilizar um substrato celulésico com pelo menos 200 g/L, ou seja,
20% de solidos na etapa de sacarificagdo enzimatica. Para tanto, tem se estudado a inser¢do da
etapa de pré-sacarificacdo, ou ainda a estratégia de batelada alimentada, que visam diminuir a
viscosidade do substrato, viabilizando a sacarificacdo enzimatica com cargas de solidos mais
elevadas (VIIKARI; VEHMAANPERA; KOIVULA, 2012; CAVALCANTI-MONTARO et
al., 2013).
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Diante do exposto, observando-se a relevancia do tema, esse trabalho aborda

um estudo detalhado de duas das principais etapas de producéo de etanol de segunda geracao

a partir da palha de cana-de-acUcar, quais sejam, o pré-tratamento e a hidrdlise enzimatica.

Tendo em vista a falta de informacdes na literatura sobre modelos matematicos capazes de

descrever o comportamento do processo utilizando a palha de cana-de-aguUcar durante a etapa

de pré-tratamento e formas eficientes de elevar a carga de so6lidos na hidrélise enzimética da

palha, enfoque foi dado na proposta de um modelo cinético do pre-tratamento hidrotérmico da

palha de cana-de-acucar e na realizacdao de hidrélise enzimatica dessa biomassa aplicando-se

estratégias de batelada alimentada com o intuito de se viabilizar um processo com alta carga

de sdlidos. Os objetivos do trabalho séo descritos a seguir.

1.1 Objetivo geral

Avaliar configuracdes de pré-tratamentos e de hidrolise enzimatica para se

obter a mais adequada para producdo de etanol lignocelulésico a partir da palha de cana-de-

acucar.

1.2 Objetivos especificos

Realizar pré-tratamento hidrotérmico e alcalino da palha de cana-de-acucar,
caracterizando a biomassa in natura e apds cada pré-tratamento, para avaliar sua
eficiéncia em termos de material celulésico, rendimento massico e grau de severidade;
Avaliar o pré-tratamento hidrotérmico seguido de deslignificacdo, através do
planejamento experimental para a escolha da condi¢do 6tima, entre as estudadas;
Propor um modelo cinético para estudar a degradacdo da fracdo hemicelulosica e a
perda da fracdo celul6sica durante o pré-tratamento hidrotérmico;

Realizar  hidrdlise enzimética da palha de cana-de-acucar pré-tratada
hidrotermicamente, em batelada e batelada alimentada, utilizando-se carga de sélidos
de 10 a 30% m/v com volume reacional de 50-mL e avaliagdo da concentracdo de

acucares, compostos fendlicos, derivados do furano e &cidos organicos. Experimentos
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foram conduzidos também em reator de 3-L, com avaliagdo do consumo de poténcia e

da reologia do meio reacional durante a hidrolise enzimatica.

Para atingir os objetivos propostos, o trabalho foi estruturado em 8 capitulos,
assim divididos:

O Capitulo 1 apresenta uma introducdo ao tema abordado, destacando as
principais motivagdes do estudo.

O Capitulo 2 traz uma revisdo da literatura, apresentando com detalhes os
temas abordados no trabalho.

O Capitulo 3 aborda uma avaliacdo do potencial energético de residuos dos
cultivos de arroz, soja, milho, trigo, coco e cana-de-agUcar, em termos de producédo de energia
elétrica e bioetanol.

O Capitulo 4 refere-se ao estudo de otimizacdo de parametros do pré-
tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-agUcar.

O Capitulo 5 apresenta um modelo cinético para o pré-tratamento hidrotérmico
da palha de cana-de-acucar.

O Capitulo 6 diz respeito ao estudo da hidrélise enziméatica em regime de
batelada simples e batelada alimentada da palha de cana-de-agUcar pré-tratada. Ensaios foram
realizados aplicando-se cargas de sélidos de 10, 20 e 30% m/v.

As concluses obtidas no trabalho sdo expostas no capitulo 7.

Por fim, o capitulo 8 apresenta sugestdes para trabalhos futuros.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producgdo de combustiveis a partir de fontes renovaveis tem sido um assunto
de elevado destaque. Isso porque solucdes sustentaveis, que visam a0 minimo impacto ao
meio ambiente, tornaram-se prioridade ndo s6 no Brasil, mas mundialmente. As biomassas
surgem dentro desse contexto como fontes promissoras, pois possuem elevado potencial de
conversdo a etanol. O Brasil apresenta grande vantagem em termos de utilizacdo de biomassas
devido as condicGes climaticas favoraveis (SANTOS-ROCHA; ALMEIDA; CRUZ, 2017,
PRONYK; MAZZA, 2010).

2.1 O Etanol

O etanol ou alcool etilico € um combustivel considerado de alta qualidade por
possuir um atomo de oxigénio em sua composicdo (C,HsOH). Sua principal forma de
obtencdo é a partir da fermentacdo, processo que ocorre pela conversdo de monossacarideos
presentes em matérias-primas agucaradas através de microrganismos (EPE, 2007; CGEE,
2009).

Tendo em vista que o etanol é um produto que faz parte do dia-a-dia do
brasileiro, é indiscutivel a sua importancia no mercado nacional. A Figura 2.1 apresenta o
historico da producédo de etanol (anidro e hidratado) no Brasil desde a safra de 1980/1981 até
a Ultima safra, em 2016/2017 (UNICA, 2017).

A producéo de etanol no mercado nacional teve um acréscimo consideravel ao
longo dos anos, conforme verifica-se na Figura 2.1, com alguns momentos de queda que
refletem situacdes de crise e instabilidade nos pregos do acglcar e do etanol. Apesar disso, €

notoria a importancia da producéo desse combustivel no mercado nacional.
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Figura 2.1: Histérico da producao de etanol no Brasil.
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Fonte: UNICA, 2017.

Para o caso da aplicacdo de fontes acucaradas, como € o caso do caldo da cana-
de-acucar ou da beterraba, os agUcares podem ser facilmente transformados a etanol pela

levedura, obtendo-se assim o etanol chamado de primeira geragéo (E1G) (SANTOS, 2014).

Estudos tem se intensificado quanto a aplicacdo de biomassas como fonte de
carboidratos para a producdo de etanol, porém nesse caso, é necessario que algumas etapas
sejam acrescentadas, pois 0s acglcares ndo se encontram diretamente disponiveis dentro da
estrutura da biomassa. Dessa forma, obtém-se o etanol de segunda geracdo (E2G). No
contexto do E2G, muitos desafios ainda precisam ser superados para tornar o processo viavel
economicamente a nivel industrial (BNDES; CGEE; FAO; CEPAL, 2008; CGEE, 2009).

2.2 Biomassa

De acordo com o Ministério de Minas e Energia (2007), “o termo biomassa
compreende a matéria vegetal gerada pela fotossintese e seus diversos produtos e
subprodutos, tais como residuos agricolas, dejetos animais e matéria organica, contida nos
rejeitos industrial ¢ urbano.” Essa matéria contém energia quimica acumulada, obtida pela

transformacdo energética da radiacdo solar, podendo ser convertida a etanol (ou outros
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produtos energéticos) ou até mesmo liberada diretamente através da combustdo. Desse modo,
tem-se a bioenergia, que € a energia obtida a partir de biomassa (SANTOS, 2014; EPE, 2007).

Diversos tipos de biomassas tém sido aplicados ao redor do mundo na
producdo do etanol de segunda geracdo, como por exemplo, o bagaco e a palha de cana-de-
acucar, o sabugo e a palha de milho, a palha de trigo e de arroz, entre outros. Tendo em vista
que hoje o Brasil se encontra no ranking mundial da producéo de cana-de-acUcar, ocupando a
primeira posicéo, e e pioneiro na obtencdo do etanol de primeira geracdo, 0 mesmo encontra-
se em posicdo privilegiada no sentido de realizar progressos concernentes a producdo de
etanol a partir de biomassas. Na safra de 2016/2017, 651.841.000 mil toneladas de cana-de-
acucar foram processadas pelas usinas brasileiras (UNICA, 2017). Além do mais, é estimado
que para cada tonelada de cana-de-agUcar processada sejam gerados 140 kg de bagacgo e 140
kg de palha, em base seca, 0 que equivale a 91.257.740 mil toneladas de bagaco e 91.257.740
mil toneladas de palha sendo gerados a partir da safra de cana-de-agucar de 2016/2017
(SANTOS-ROCHA; ALMEIDA; CRUZ, 2017). Dessa forma, nota-se que 0s residuos
lignocelul6sicos provenientes da cana-de-aglcar sdo bastante promissores para serem
aplicados no pais para a producdo do E2G. Esse fato pode ser confirmado ndo apenas pela
grande quantidade gerada dessas matérias-primas, mas também do ponto de vista da logistica,
ja que o bagaco e a palha de cana ja foram coletados no campo, estando disponiveis no

préprio sitio industrial.

2.3 Biomassas lignocelulosicas

As biomassas lignoceluldsicas sdo constituidas majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina, porém uma pequena quantidade de componentes organicos e
inorganicos também é encontrada em sua composi¢do. A lignina € uma macromolécula
aromatica que reveste os carboidratos (celulose e hemicelulose) dentro da matriz
lignocelul6sica de uma planta. Dessa forma, a presenca da lignina, apesar de imprimir a
biomassa vegetal resisténcia e protegéo, configura a maior dificuldade do aproveitamento dos
carboidratos para a producédo de etanol de segunda geragdo. Ela atua como uma barreira fisica
dificultando o processo de hidrolise enzimatica (PITARELO, 2007; SANTOS, 2014,
PRATTO, 2015). A Figura 2.2 apresenta a complexa estrutura da biomassa vegetal.
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Figura 2.2: Estrutura da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: CANILHA et al. (2009).

2.3.1 Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante da parede celular dos vegetais.
Responde por cerca de 40 % da reserva de carbono disponivel na atmosfera (NASCIMENTO,
2011). Possui cadeia bastante extensa, e € um polimero que apresenta regides altamente
ordenadas, sendo considerado um homopolissacarideo constituido de monémeros de glicose
unidos entre si através de ligacdes glicosidicas do tipo B 1-4.

Esses mondmeros sdo ligados através de seus grupos hidroxilas, com
eliminacdo de uma molécula de &gua. A unidade repetitiva da molécula de celulose € a
celobiose, definida como o dimero de glicose formado por cada ligagéo glicosidica, conforme
representado na Figura 2.3 (PITARELO, 2007; SANTOS et al., 2012).
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Figura 2.3: Representacdo da molécula de celulose.
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2012).

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses ou polioses sdo consideradas heteropolissacarideos, pois é
constituida por uma combinacdo de diversos tipos de monossacarideos, ao contrario da
celulose. Sdo compostas por D-glicose, D-galactose, D-manose (hexoses), D-xilose, L-
arabinose (pentoses), e ainda por pequena quantidade dos &cidos D-glucurdnico e 4-O-metil-
glucurdénico. De forma geral, as xilanas sdo os polissacarideos mais abundantes nas
hemiceluloses. Do ponto de vista estrutural, séo mais semelhantes a celulose do que a lignina.
Apresentam também maior solubilidade em &gua em relacdo a celulose (FENGEL;
WEGENER, 1989; CANILHA et al., 2009). A Figura 2.4 apresenta a estrutura geral de uma

variedade de xilana isolada da parede celular de uma planta.

Figura 2.4: Diversas liga¢des encontradas em uma variedade de xilana.
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Fonte: Adaptado de DODD; CANN (2009).
33



2.3.3 Lignina

A lignina representa a maior dificuldade para o aproveitamento dos materiais
lignocelulosicos, tendo em vista que esta relacionada a estrutura das plantas, imprimindo-as
elevada rigidez. Depois da celulose é a macromolécula mais abundante da terra. E sintetizada
por via radicalar a partir de trés unidades diferentes de fenilpropanos: alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e alcool sinapilico (CARVALHO et al., 2009; SANTOS, 2014). A Figura
2.5 apresenta as principais ligacdes existentes na estrutura da lignina.

Figura 2.5: Esquema da estrutura da lignina com suas principais ligagdes.

H,(I:Oﬂ
]
HCOH
HyCOH
4 |
| HCOR
A
HCO HiOH HCOH oH
o——cH P A AT
HCOH g | I
™ /
P
Nﬁ':“ p ﬂ ncou 4
F H,CO j/

o—<':u OCNs nqou [}lo
b T R O,
LT
~ | n,cI:ou HyCO" \I/ X °
HyCO HC o i
o—\:« N;COJ\ /LOCN, HeoH
ml:——\—— ] \\
n;cpnlz‘l N—Ico"")(;o ﬁ/l m
Y o o

Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2009).

2.3.4 Componentes organicos e inorganicos

Os componentes minoritarios presentes nas biomassas lignocelulosicas incluem
0S compostos organicos, denominados de extrativos e 0s compostos inorganicos, onde se
incluem as cinzas. Diferentes classes de compostos aparecem na classificacdo dos organicos
extraiveis, como por exemplo, acidos graxos, compostos fendlicos de baixo peso molecular,
ceras, alcoois, terpenos. As cinzas, que compreendem 0s componentes inorganicos da matéria

lignoceluldsica, s@o constituidas principalmente por sulfatos, oxalatos, carbonatos e silicatos
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de célcio, potassio e magnésio, além de outros sais em quantidades menores (BIANCHI,
1995).

2.4 Etapas da producéo de etanol de segunda geracao

Com a finalidade de romper parcialmente a recalcitrancia apresentada pela
estrutura lignoceluldsica, diminuir barreiras fisicas e aumentar a acessibilidade aos
carboidratos pelas enzimas, o pré-tratamento torna-se fundamental (SANTOS-ROCHA et al.,
2017). A etapa de hidrolise enzimatica visa promover a sacarificacdo dos oligbmeros a

mondmeros e, assim, a etapa fermentativa sera conduzida para se obter o etanol.

A Figura 2.6 ilustra a palha de cana-de-acUcar in natura e apds as etapas de

pré-tratamento hidrotérmico e hidrélise enzimatica.

Figura 2.6: Da esquerda para a direita: Palha de cana-de-aglcar in natura, pré-tratada e hidrolisada.

Fonte: Acervo do autor (2017).

E possivel notar através da Figura 2.6 que a biomassa sofre alteracdes
marcantes, tendo em vista o seu aspecto, coloracéo e textura. A palha de cana-de-aglcar pré-
tratada apresenta uma colora¢do mais escura, quando comparada com a palha in natura. Esse
efeito ocorre devido & recondensacdo da lignina na superficie dos carboidratos, a
caramelizagdo dos polissacarideos e a formacdo de produtos derivados da degradacdo dos
carboidratos (SANTOS et al., 2012; KIM et al., 2013; SOUZA, 2016). Apds a hidrdlise
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enzimaética, nota-se a formacgdo de uma pasta, sugerindo que a biomassa foi, em sua maioria,

liquefeita devido a acdo das enzimas.

2.4.1 Pré-tratamento

A etapa de pré-tratamento tem por objetivo alterar a estrutura dos
lignocelulésicos promovendo, por exemplo, 0 aumento da area superficial e porosidade da
biomassa. Mesmo que parcialmente, a estrutura da lignina é quebrada e ocorre 0 rompimento
da cristalinidade da celulose. Essas acOes sdo necessarias para facilitar o acesso de acidos e/ou
enzimas a celulose, para que esse polimero possa entdo ser hidrolisado a monémeros. A etapa
de pré-tratamento representa, portanto, um dos principais estagios do processo de produc¢do de
etanol lignocelulésico (BEHERA et al., 2014; SANTOS-ROCHA et al., 2017).

Alvira et al. (2010) relataram algumas propriedades importantes a serem
levadas em consideracdo quando da execucdo de um pré-tratamento de biomassas
lignocelulésicas. Resumidamente, é necessario que o pré-tratamento ndo promova degradacédo
dos acucares (ou que essa degradacdo seja a menor possivel), que o solido pré-tratado
apresente alta digestibilidade, que a formacdo de compostos toxicos seja minimizada, que nao
seja requerida reducdo no tamanho das particulas, pois essa a¢do encerra em alto consumo de
energia e que o pré-tratamento apresente eficacia com baixo teor de umidade da biomassa,

pois 0 uso de altas cargas de solidos reduz o consumo energético durante o pré-tratamento.

O pré-tratamento pode ser conduzido de diversas formas, classificadas em
métodos fisicos, quimicos, bioldgicos ou combinados (PRATTO, 2015). Os pré-tratamentos
fisicos, como é o caso da moagem, tem por finalidade aumentar a area superficial e
porosidade da biomassa. Os pré-tratamentos que ocorrem por métodos quimicos, como é o
caso do uso de &cidos e bases, sdo aplicados para promover a remocdo da lignina e/ou
hemicelulose. Os pre-tratamentos bioldgicos estdo especialmente associados com a acdo de
fungos capazes de produzir enzimas para degradar a lignina e/ou a hemicelulose. Os métodos
de pré-tratamentos combinados, como por exemplo, o hidrotérmico e explosdo a vapor,
podem afetar as propriedades fisicas e quimicas da biomassa, dependendo das condi¢des de

processo e solventes utilizados (BEHERA et al., 2014). Dessa forma, consegue-se aumentar a
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eficiéncia da producdo de agUcar e também diminuir o tempo de processo (ZENG et al.,
2014).

Dentro dos pré-tratamentos fisico-quimicos, o hidrotérmico tem demonstrado
interesse particular por ser uma tecnologia ambientalmente correta. Isso porque, tendo em
vista que é utilizada apenas agua quente sob alta pressao (150-240 °C; 1-3.5 MPa), elimina-se
problemas com corrosdo e custos operacionais (SANTOS-ROCHA et al., 2017). Durante esse
pré-tratamento, os ions hidrénio liberados pela auto-ionizagdo da &gua catalisam a reacéo de
degradacdo da fracdo hemiceluldsica da biomassa. Essa degradacdo ocorre de forma seletiva,

deixando a celulose e lignina praticamente inalteradas (MITTAL et al., 2009a).

Em seus estudos com bagaco de cana-de-acUcar, Santucci et al. (2015)
relataram remocdo de 95 % da fracdo hemiceluldsica ap6s pré-tratamento hidrotérmico a 190
°C e 67 minutos. Por outro lado, devido a decomposicao dos agucares no licor pré-tratado, os
autores relatam que 6timas condi¢bes foram obtidas a 170 °C e 90 min, com 61,7 % de

conversdo da hemicelulose em oligbmeros e mondmeros de acucar.

Petersen, Larsen e Thomsen (2009) realizaram um estudo de otimizacdo do
pré-tratamento hidrotérmico da palha de colza em escala piloto. Seis diferentes condicGes de
pré-tratamento foram avaliadas com relacdo a recuperacdo dos agucares e convertibilidade da
celulose em etanol. Os experimentos mostraram que 0s ensaios conduzidos na temperatura de

195 °C de 6-12 min apresentaram 0s melhores resultados.

O pré-tratamento de explosdo a vapor € um tratamento fisico-quimico que
também tem demonstrado elevada eficiéncia em estudos de biomassas lignoceluldsicas. A
biomassa é submetida a uma alta pressdo de vapor saturado (13-17 kgr 190-205 °C)
(CORREA, 2016) e esse contato pode durar entre 2 e 30 minutos (PITARELO, 2013). Ap6s
esse tempo de exposicdo, o material é submetido a uma rapida descompressdo. Esse método
permite a desintegracdo da biomassa lignocelulésica e aumenta de forma significativa a
superficie de contato. Assim, ocorre degradacao da hemicelulose e altera¢cGes na molécula de

lignina, o que potencializa a posterior hidrélise da fragéo celulosica (BRAGATTO, 2010).

Liu et al. (2014) avaliaram o pré-tratamento por explosdo a vapor da palha de
milho e constataram que esse pré-tratamento se mostrou eficiente, ocorrendo em duas etapas

sequenciais: um processo termo-quimico de degradacdo da hemicelulose, enquanto manteve-
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se elevada a temperatura e um processo fisico de desconstrugdo da estrutura da biomassa,
devido a rapida despressurizagao.

Iroba et al. (2014) estudaram o pré-tratamento e fracionamento da palha de
cevada por explosdo a vapor em baixos fatores de severidade (140-180 °C e 5-10 min). O pré-
tratamento resultou em um desarranjo na matriz lignocelulésica com aumento da lignina
soltvel. Foi também observada uma consideravel degradacdo termica da celulose e
hemicelulose. Maiores tempos e temperaturas reacionais promoveram o decréscimo do tom
amarelado da biomassa, que foi adquirindo um tom azulado com o aumento da severidade do

pré-tratamento.

Com o objetivo de remover a lignina presente na biomassa, 0s pré-tratamentos
alcalinos tém sido empregados. Utilizam reagentes quimicos com carater basico e apresentam
elevada eficacia na deslignificacdo. Os pré-tratamentos alcalinos oxidativos utilizam um
agente oxidante (por exemplo, o H,O;) para potencializar a remocao da lignina através da
oxidacdo seletiva de seus compostos aromaticos. Essa oxidacdo ocorre devido a quebra das
ligacbes dos grupos hidrofilicos, dissolvendo a lignina e um pouco da hemicelulose
(ASSUMPCAO, 2015).

Assumpcdo (2015) relata em seus estudos remoc¢do de aproximadamente 80%
de lignina apds realizacdo de pré-tratamento combinado do bagaco de cana-de-agUcar, acido e
alcalino. Tendo em vista que o pré-tratamento &cido ndo se caracteriza por remover a lignina
presente na biomassa, essa remoc¢do é atribuida ao pré-tratamento basico, conduzido com

solucdo alcalina de perdxido de hidrogénio (7,5% v/v).

O hidréxido de so6dio (NaOH) e a amdnia também tem sido bastante utilizados
como reagentes de carater basico com o intuito de deslignificar a biomassa. Pratto (2015)
alcancou em seus estudos com palha de cana-de-agucar quase 92% de remocdo da lignina,
apos realizacao de pré-tratamento hidrotérmico seguido de alcalino. O pré-tratamento alcalino
foi conduzido com NaOH 4% m/v, a 121°C por 30 min.
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2.4.1.1 Modelagem matematica do pré-tratamento de biomassas

Com o objetivo de identificar e prever as mudancas que ocorrem durante o pré-
tratamento, estudos de modelagem dessa etapa tem sido realizados (MITTAL et al., 2009a;
MITTAL et al.,, 2009b; PRONYK; MAZZA, 2010; VALLEJOS et al., 2015). Assim, é
possivel explanar o processo em escala piloto ou até mesmo industrial, identificando os
compostos que sdo gerados e sucessivamente degradados durante a execucdo da etapa de pré-

tratamento da biomassa lignocelulésica.

Vallejos et al. (2015) realizaram o estudo cinético da extracdo hemiceluldsica
do bagacgo de cana-de-agUcar a partir de pré-tratamento hidrotérmico (160-180 °C). A maior
concentracdo de xilana no licor com um minimo teor de furfural foi encontrada a 180 °C e 20
min de tratamento. Apds longo tempo de pré-tratamento, foi identificada uma degradacao de

xilose e/ou furfural a outros componentes.

Os estudos de Santos-Rocha et al. (2017) apresentaram um modelo cinético
para o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-acUcar, sob as temperaturas de 180,
195 e 210 °C. Os resultados obtidos mostraram que a taxa de reagdo aumenta com 0 aumento
da temperatura reacional. Além disso, foi possivel detectar que o pré-tratamento hidrotérmico

favoreceu principalmente a conversao dos carboidratos a oligbmeros e monémeros.

2.4.2 Hidrolise

A etapa de hidrélise, sequencial ao pré-tratamento, pode ocorrer por acdo de
acidos ou enzimas e tem por objetivo converter os polissacarideos em aculcares

fermentesciveis. A Equacdo 2.1 mostra a reacdo de converséao da celulose a glicose.

[CeH100s5]n + N H2O — X CgH1206 (2.1)
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Apesar de as reacOes catalisadas por acidos ocorrerem mais rapidamente, a
hidrélise enzimatica tem se mostrado mais eficiente devido a sua elevada seletividade. Outro
fator importante para ser levado em conta € que a hidrolise enzimatica ndo necessita de

equipamentos custosos, como € o caso da hidrolise acida (PITARELO, 2013).

A hidrolise enzimatica da celulose ocorre por acdo de enzimas altamente
especificas, denominadas celulases. Essas enzimas atuam em condicdes amenas de
temperatura e pH e catalisam a reagdo de hidrolise das cadeias celuloliticas. Na realidade, as
celulases sdo formadas por um complexo enzimatico de endoglicanases, exoglicanases e [3-

glicosidases (SANTQOS, 2014).

As endoglicanases iniciam a reacdo, promovendo a hidrolise de forma aleatoria
das regides internas da estrutura amorfa da celulose, liberando oligossacarideos e produzindo
terminais redutores e ndo-redutores. As exoglicanases sao subdivididas em celobiohidrolases
e glicanohidrolases. Enquanto as celobiohidrolases promovem a liberagcdo de celobiose a
partir dos terminais redutores e ndo-redutores da celulose cristalina, as glicanohidrolases
liberam moléculas de glicose diretamente do polimero. O Gltimo grupo das celulases, as [3-
glicosidases, sdo enzimas que completam a hidrélise, pois tém a capacidade de hidrolisar
celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose (ASSUMPCAO, 2015; PRATTO, 2015;
SOUZA, 2016).

2.4.2.1 Efeito da elevada carga de sélidos na hidrélise enzimética

Tendo em vista que o processo de hidrélise deve resultar em elevada
concentracdo de acgUcares no licor, a aplicacdo de alto teor de so6lidos nessa etapa representa
eficiéncia em termos energéticos na destilacdo. Por outro lado, executar a hidrdlise enzimatica
em altas cargas de solidos implica em problemas de transferéncia de calor e massa devido a
dificuldade de agitacdo e mistura. Outro problema a ser considerado é a formacdo de
compostos inibidores ou até mesmo desativadores das enzimas. Esses entraves resultam em
uma reducdo significativa na conversdo dos carboidratos a agtcares monoméricos (XIMENES
et al.,, 2011; DU et al., 2014; FUJII et al., 2014; CARDONA et al., 2015). Assim, deve-se
obter uma forma ideal de conducdo da hidrolise enzimatica, que resulte em alto teor de

acucares fermentesciveis sem causar danos relacionados a conversao da celulose em glicose.
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2.4.2.2 Hidroélise enzimética em batelada alimentada

A literatura relata que 0 modo de operacgdo batelada alimentada tem sido uma
estratégia promissora para a execucdo da hidrolise enzimatica de materiais lignocelulosicos.
Através dessa técnica é possivel se obter uma mistura reacional adequada durante todo o
experimento, mesmo aplicando-se uma grande quantidade de matéria seca até o final da
reacio (CAVALCANTI-MONTANO et al., 2013; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b;
SOTANIEMI et al., 2016).

Em estudos com bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por exploséo a vapor,
Corréa, Badino e Cruz (2016b) apontam que a conversédo de celulose em glicose para a
estratégia de batelada alimentada (carga final de 20% de sélidos) elevou-se em 31%, quando
comparada a estratégia em que se realizou hidrélise enzimatica com 20% de sélidos em

batelada.

Cavalcanti-Montafio et al. (2013) avaliaram trés diferentes estratégias para a
hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por explosdo a vapor. A
primeira estratégia foi operagdo em batelada alimentada com adigdo somente de substrato. A
segunda foi operacdo em batelada alimentada com adicdo de substrato e enzima, com o
objetivo de manter altas taxas de reacdo. A terceira e Gltima estratégia foi a conducdo da
hidrolise enzimatica através de sucessivas bateladas. Os melhores resultados foram obtidos
com a segunda estratégia, onde foi adicionado enzima e substrato simultaneamente,

alcancando aproximadamente 200 g.L™ de glicose.

2.4.2.3 Avaliacdo do consumo de poténcia e reologia do meio reacional

Existem algumas varidveis de processo de grande importancia a serem
monitoradas quando se executa a etapa de hidrolise enzimatica em altas cargas de sélidos. O
consumo de poténcia requerido para agitar o0 meio reacional, bem como o comportamento
reologico identificado durante a reacdo de sacarificacdo, sdo propriedades que permitem

verificar o consumo de energia que estd sendo requerido e auxiliam na tomada de decisdes
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concernentes a viabilidade de escalonamento do processo (PEREIRA et al., 2011; HOU et al.,
2016).

Pereira et al. (2011) avaliaram o processo de hidrolise enzimatica do bagaco de
cana-de-agucar em regime de batelada. Uma reducgdo consideravel na viscosidade aparente e
na poténcia requerida para agitar o meio reacional é obtida ao final de 36 horas de hidrolise
enzimatica. Ao utilizar 600 rpm e impelidor tipo turbina Rushton na hidroélise, a viscosidade
aparente e a poténcia apresentaram reducdo em torno de 190 e 46 vezes, respectivamente,
considerando-se o inicio e o final do experimento de hidrélise enzimatica. Esse
comportamento indica que o regime de hidrolise em batelada exige elevado consumo

energético no inicio do processo.

Corréa, Badino e Cruz (2016b) avaliaram o consumo de poténcia em ensaios
de hidrélise enzimética do bagaco de cana-de-agucar. Os resultados mostram que quando 0s
experimentos foram conduzidos em batelada alimentada, néo foi verificado nenhum pico de
consumo de poténcia, 0 que implica em baixo consumo energético durante todo o
experimento. Reducdo em torno de 5 vezes no consumo de poténcia por unidade de volume

foi detectada, quando comparada ao ensaio que foi realizado em batelada.

2.4.2.4 Compostos inibitorios liberados durante a hidrolise enzimatica

Existem diversos compostos inibitérios que sdo liberados durante as etapas de
processamento de biomassas, entre 0s quais se podem citar os acidos organicos (acetico,
férmico, levulinico) e os compostos derivados do furano (furfural e hidroximetilfurfural).
Esses componentes podem dificultar a etapa de hidrolise enzimética e posterior fermentacéao
dos acUcares a etanol. Efeito ainda mais pronunciado pode ser detectado quando a hidrélise
enzimatica é conduzida em elevadas cargas de sélidos. Visto que alguns desses componentes
inibitérios sdo soluveis, lavar a biomassa apOs etapa de pré-tratamento podera promover

melhorias na posterior digestibilidade enzimatica (KIM et al., 2009; KIM et al., 2011).

Outra razdo a ser considerada, € o efeito da inibi¢do pelo produto. O proprio
acucar que esta sendo gerado durante a etapa de hidrolise caracteriza-se como um forte

inibidor para as enzimas. Dessa forma, quanto maior a carga de solidos empregada nessa
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etapa, maior serd a concentracdo de acUcares liberados e consequentemente havera maior
inibicdo pelo produto. Liu e Chen (2016) relataram esse problema em seus estudos com palha
de milho pré-tratada por explosdo a vapor e sacarificacdo e co-fermentacdo simultaneas
empregando altas cargas de solidos. Visto que se obteve concentracdo de acucares maior que

100 g.L?, sugere-se um forte efeito de inibicao dos aglicares para as enzimas.

Kim et al. (2011) reportam que o0s compostos fendlicos e o0s
xilooligossacarideos foram a principal causa de reducdo da atividade das celulases. A xilose
soltvel, tanto na forma monomérica quanto oligomérica, provocou inibicdo da celulase
instantaneamente. Os compostos fendlicos, mesmo em baixa concentracao, foram fortemente
inibitdrios para as celulases, causando desativagao ¢ precipitagdo da B-glicosidase, reduzindo

a taxa e os rendimentos da hidrélise da celulose.

2.4.3 Fermentacao

A fermentacdo pode ocorrer separadamente ou de forma simultanea a etapa de
hidrolise. No processo separado, é possivel executar cada uma das etapas em suas condigdes
6timas, porém pode ocorrer severa inibicdo da enzima pelos agUcares formados. Ja para o
caso em que as duas etapas ocorrem de forma simulténea, essa inibicdo pode ser fortemente
minimizada tendo em vista que os acucares formados serdo sucessivamente convertidos a
etanol. Outra vantagem é a reducdo nos investimentos com equipamentos. Por outro lado, a
temperatura de operacdo € a principal limitacdo, pois a hidrdlise enzimatica ocorre de forma
geral em temperaturas em torno de 50 °C e a maioria das leveduras operam entre 30 e 37 °C
(COSTA, 2011; KULOYO, 2012).

Quando a fermentacdo visa a conversdo da fracdo celulésica da biomassa, a
levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido preferencialmente empregada. Essa levedura, ja
consolidada nos processos industriais de producdo de etanol de primeira geracgdo, apresenta
elevada eficiéncia na fermentacdo das hexoses (BARBOSA, 2015). A biotransformacgéo dos
agucares monomeéricos a etanol ocorre conforme demonstra a Equagdo 2.2.
Estequiometricamente, apenas uma molécula de glicose é necesséria para a producéo de duas

moléculas de etanol e duas moléculas de gas carbénico.
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CeH12,06 — 2 CoHs0OH + 2 CO» (22)

Para o caso da fermentacéo das pentoses (fracdo Cs), a reacdo ocorre de acordo
com a Equagdo 2.3, que representa a reagdo de biotransformacdo da xilose a etanol.
Estequiometricamente, trés moléculas de xilose sdo necessarias para a formacdo de cinco

moléculas de etanol e cinco moléculas de gas carbonico.

3 Cs5H1905 — 5 CoH50H + 5 COs (23)

Alguns microrganismos tém sido empregados na conversdo das pentoses, como
por exemplo, as leveduras Kluyveromyces marxianus e Pichia stipitis (KULOYO et al., 2014;
BARBOSA, 2015). A K. marxianus € uma levedura termotolerante, pois consegue se manter
viavel mesmo em temperaturas mais elevadas (52 °C). Por outro lado, porém, sabe-se que a
levedura S. cerevisiae € naturalmente mais tolerante a altas concentracfes de etanol do que a
K. marxianus (COSTA, 2011). A Pichia stipitis, apesar de também se mostrar capaz de
metabolizar as pentoses, € uma cepa que produz cinco vezes menos etanol em comparagdo
com a Saccharomyces cerevisiae, e ainda requer maior controle de aeracdo. Além disso,
apresenta baixa tolerancia ao etanol produzido (BARBOSA, 2015). Devido a esses gargalos, a
fermentac&o da fracdo hemiceluldsica ainda representa um grande desafio.

A maior parte das usinas utiliza para a producdo de etanol, o processo com
recirculacdo e tratamento posterior da levedura, processo conhecido como Melle-Boinot. Este
procedimento é considerado como 0 mais seguro, ao se levar em conta os fatores de assepsia e
manutencdo, ja que ao final de cada batelada a dorna pode ser esvaziada para limpeza e
possiveis manutencGes no equipamento. Assim, uma nova fermentacdo podera ser iniciada
com seguranca (MARTINS, 2009).
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2.4.4 Destilagéo

Por fim, apds a etapa de fermentacdo é necessario que o etanol seja purificado
e concentrado. A destilacdo é o processo de separacdo mais empregado nas industrias para a
concentragdo do etanol. E uma operagio que visa a separacdo de componentes de uma
mistura, de acordo com sua volatilidade relativa. O etanol é recuperado inicialmente na forma
hidratada, com aproximadamente 92.8 — 94.7 INPM (m/m), deixando a vinhaca ou vinhoto
como residuo, normalmente numa propor¢do de 10 a 13 litros por litro de etanol produzido
(SANTOS, 2013).
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DO POTENCIAL ENERGETICO DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS PROVENIENTES DE DIFERENTES REGIOES BRASILEIRAS

Este capitulo apresenta uma avaliacdo preliminar do potencial energético de
residuos provenientes da colheita e do processamento de produtos agroindustriais de
diferentes regides brasileiras. O objetivo foi avaliar o potencial desses residuos, como
matérias-primas limpas e renovaveis, na geracdo de energia e/ou também na producdo de
bioetanol. Analisaram-se 0s residuos provenientes dos cultivos de arroz, milho, soja, trigo,
cana-de-agucar e coco. Os estudos mostraram que as biomassas provenientes da cana-de-
acucar (palha e bagaco) e do milho (palha) apresentam elevado potencial energético, podendo
contribuir significativamente para o aumento da geracdo de energia elétrica. Com relacdo ao
bioetanol, o uso de biomassas residuais (palha e bagaco de cana-de-agUcar, palha de trigo e
milho e casca de coco) pode vir a contribuir com um acréscimo expressivo em litros de

bioetanol por hectare, sem necessidade de aumentar a area plantada.

3.1 Introducéo

Diante da necessidade de uma matriz energética mais limpa e renovavel e da
crescente preocupagdo com o meio ambiente, as biomassas vegetais, que compreendem toda a
matéria organica vegetal que pode ser convertida em energia, tem sido largamente
empregadas (PEREIRA et al., 2015). Os residuos provenientes das industrias de graos,
madeira, papel, entre outras, e que sdo, na maioria dos casos, subutilizados, sdo identificados
como biomassas residuais promissoras para fins energéticos (GONCALVES et al., 2014).

De acordo com dados do décimo segundo levantamento da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017), a area de grdos plantada na safra 2016/17 foi de
60,9 milhdes de hectares, 0 que representa crescimento de 0,4 % em relacdo ao levantamento
passado. Nesse cenario, com toneladas de grdos sendo produzidas, toneladas de refugos
agricolas séo descartados, incluindo casca, palha, bagaco, sabugo, entre outros (SALAZAR,;
SILVA,; SILVA, 2005).
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A proposta deste capitulo € apresentar um levantamento preliminar acerca do
potencial energético dos residuos provenientes do cultivo de arroz, milho, trigo e soja, bem
como da cana-de-acucar e do coco no Brasil, através de duas vertentes: (i) o potencial de
geracdo de energia elétrica, fundamentado em dados de poder calorifico, e; (ii) o potencial de
producdo de bioetanol (etanol 2G) com base na composi¢do quimica de cada biomassa
residual. A localizagdo geogréafica dos residuos também foi avaliada, com o intuito de

verificar questdes associadas ao aproveitamento desses residuos.

3.2 Biomassas residuais: potencial energético

Quando se trata de avaliar o potencial energético de residuos agroindustriais, o
poder calorifico € uma variavel que merece atencdo. Define-se como a quantidade de energia
na forma de calor liberada pela combustdo de uma unidade de massa de material (JARA,
1989). Sabe-se que existe uma correlacdo negativa entre o poder calorifico e o teor de
umidade presente em determinada biomassa; logo é importante para fins energéticos que a
biomassa apresente teor de umidade que nédo afete negativamente o seu potencial para geracdo
de energia (FURTADO et al., 2012).

O poder calorifico pode ser classificado em superior e inferior. O poder
calorifico superior (PCS) € definido quando a combustdo se efetua a volume constante e na
qgual a agua formada durante a combustdo € condensada e o calor que é derivado desta
condensacdo é recuperado (BRIANE; DOAT, 1985). Ja o poder calorifico inferior (PCI) é
definido como a energia efetivamente disponivel por unidade de massa de combustivel apos
calcular as perdas com a evaporacdo da agua (JARA, 1989). Nesse estudo serd empregado o
PCS das biomassas, visto que é o poder calorifico superior que pode ser determinado por
meio de analise experimental em calorimetros usuais, 0 que ndo ocorre com o PCI, que por

sua vez, é determinado através de calculos analiticos a partir do PCS.

Fica claro que para se obter bons rendimentos em termos de queima do
combustivel, o poder calorifico do material utilizado deve ter valores expressivos para que se
possa indicar o material como bom gerador de energia (RAMOS E PAULA et al., 2011). O
desenvolvimento de processos para a produgéo de bioetanol a partir de biomassas envolve a

otimizacdo, de forma integrada, das etapas de pré-tratamento, sacarificacdo, fermentacao e
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destilacdo. Para que se possa avaliar a eficiéncia nas diferentes etapas desse processo, é
essencial determinar a composi¢do quimica da biomassa utilizada durante a sua conversao nas
diferentes etapas envolvidas. Sem ela é impossivel avaliar se as condic¢des utilizadas estdo
sendo favoraveis a producdo de etanol e, assim, realizar estudos de valorizacdo de materiais
lignoceluldsicos (GOUVEIA et al., 2009).

No processo de obtencdo de E2G, cada etapa apresenta um determinado
rendimento. A Figura 3.1 ilustra as operacfes unitérias envolvidas no processo de produgédo
de E2G (a partir da celulose e da hemicelulose) com os respectivos rendimentos alcangados
em cada uma das etapas do processo, tomando por base a quantidade de palha presente em
uma tonelada de cana-de-aglcar. A composicado quimica da palha de cana-de-agucar foi obtida
da literatura (SANTOS et al., 2012; MOTA; MONTEIRO, 2013; PRATTO, 2015).

Figura 3.1: Potencial de obtencéo do E2G a partir da celulose e da hemicelulose presentes na palha de
cana-de-acucar.

1 tonelada de cana-de-agticar 1 tonelada de cana-de-agucar
(140 kg de palha) (140 kg de palha)

1 40% de celulose 1 30% de hemicelulose

Eficiéncia de 80% Pré- Eficiéncia de 80% Pré-
tratamento tratamento
44,8 kg de palha 33,6 kg de palha
Eficiéncia de 90%; Eficiéncia de 90%;
Rendimento teérico 1,11 Rendimento teérico 1,14
Bylicose/ Beelulose Buitose/ Bhemicelulose

44,8 kg de glicose

34,3 kg de glicose
Eficiéncia de 90%; Eficiéncia de 50%; 5
Rendimento teérico 0,51 Fermentaco Rendimento teérico 0,51 Fermentacdo
Betanol/Bgiicose Betanol/ Brilose
20,6 kg de etanol 8,8 kg de etanol
Eficiéncia de 99% Destilagdo Eficiéncia de 99% Destilagdo
Densidade do etanol 0,79 l 20,4 kg de etanol Densidade do etanol 0,79 l 8,7 kg de etanol

25,8 L de etanol/ tonelada de cana- 11,0 L de etanol/ tonelada de cana-
de-agticar de-agticar

Fonte: Acervo do autor (2017).

A producdo de energia elétrica a partir de biomassas residuais apresenta-se
como outra vertente promissora para suprir a demanda por energia no Brasil. Estima-se que
90% de toda energia elétrica produzida mundialmente ocorre através do ciclo de Rankine
(Figura 3.2), que é um ciclo termodinadmico reversivel, capaz de converter calor em trabalho.

O setor sucroalcooleiro brasileiro utiliza esse tipo de sistema, empregando o bagaco de cana-
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de-agtcar como principal biomassa residual. O ciclo é composto por quatro processos
internamente reversiveis, em que ocorre na caldeira (aquecedor), adi¢do de calor a pressdo
constante, na turbina, expansao adiabatica, no condensador, ocorre perda de calor a pressdo
constante, e por fim, a bomba realiza compresséo adiabatica (DANTAS-FILHO, 2009).

Figura 3.2: Ciclo Rankine.
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Fonte: Acervo do autor (2017).

A energia gerada é utilizada no préprio processo ou quando ha excedente
vendida para a concessionaria de energia elétrica. A biomassa, que é a fonte de calor, €
alimentada e queimada diretamente nas caldeiras, sendo a energia térmica resultante utilizada
na producdo de vapor. Este vapor alimenta as turbinas, gerando assim energia elétrica. Apds
sair das turbinas e realizar trabalho, o vapor segue para atender as necessidades térmicas do
processo (DANTAS-FILHO, 2009). Qualquer tipo de biomassa, incluindo os residuos
lignocelulésicos em geral, devido a sua elevada qualidade energética, pode ser alimentada a

caldeira para geracéo de calor.

3.2.1 Milho

O milho (Zea mays) pertence a familia Gramineae, e é originario da América
Central. E um gréo que pode ser cultivado nos hemisférios norte ou sul, ao nivel do mar e em
regibes montanhosas, em climas umidos e regides secas, devido a sua grande capacidade de

adaptacdo a diversos climas (MATOS, 2007; RITCHIE; HANWAY; BENSON, 2003).
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De acordo com a FAO (2014) o Brasil ocupa a terceira posi¢éo entre os paises
produtores de milho, ficando atrds somente dos Estados Unidos da América e da China, sendo
este o terceiro produto agricola mais produzido no Brasil, depois da cana-de-agUcar e da soja
(FAO, 2014).

No décimo segundo levantamento referente a safra 2016/2017, realizado pela
Conab em setembro de 2017, a area total semeada com milho em todas as regides do Brasil
atingiu 17.592,1 mil hectares, o que equivale a 97.712,0 mil toneladas, sendo 14.275,8 mil
hectares (88.459,4 mil toneladas) na regido centro-sul e 3.316,3 mil hectares (9.252,6 mil
toneladas) na regido norte-nordeste (CONAB, 2017).

A palha e o sabugo sdo importantes subprodutos da industria do milho. A palha
¢ obtida ainda durante a colheita e na maioria dos casos ndo possui uma utilizacdo definida,
tornando-se um residuo. J& o sabugo, parte interna e mais densa do milho, é o residuo gerado
apo6s o milho ser debulhado e geralmente € usado para racdo animal (SANTOS, 2014). Para
cada tonelada de milho processado sdo gerados, aproximadamente, 180 kg de sabugo
(TORRE et al., 2008; TSAIl et al., 2001) e 700 kg de palha (HORST, 2013).

3.2.2 Arroz

O arroz (Oryza sativa L entre outras espécies do género Oryza) é uma planta
pertencente a familia das gramineas e é responsavel pela alimentacdo da metade da populagéo
humana. No cenario mundial, caracteriza-se como a terceira maior cultura de grdos (ROCHA
et al., 2011). As cascas de arroz representam aproximadamente 20% da massa seca da
colheita, sendo um abundante residuo lignoceluldsico. Essas cascas cobrem e protegem o grao
durante o seu crescimento, e consistem de camadas, que compreendem a epiderme exterior,
revestida com uma camada de cuticula espessa de células altamente silicificadas (DAGNINO
etal., 2013).

Segundo dados do décimo segundo levantamento do CONAB em 2017, a area
plantada de arroz atingiu 1.980,9 mil hectares, o que equivale a 12.328,1 mil toneladas, sendo
1.488,7 mil hectares no centro-sul (10.804,7 mil toneladas) e 492,2 mil hectares no norte-
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nordeste (1.523,4 mil toneladas) (CONAB, 2017). Para cada tonelada de grdos de arroz
colhidos s&o gerados, em média, 220 kg de casca (DIAS et al., 2012).

3.2.3 Soja

A soja (Glycine Max L.) é considerada uma leguminosa originaria da China,
cultivada h& mais de cinco mil anos. A soja comegou a ser cultivada nas Américas no inicio
do século XX. Atualmente é cultivada nos Estados Unidos, Brasil e Argentina, que juntos
produzem aproximadamente 85% da soja do mundo (FERNANDES; LUZ; CASTILHOS,
2010).

O décimo segundo levantamento da safra brasileira de soja na temporada
2016/17, realizado pela Conab, apresentou 33.909,4 mil hectares de area plantada para a soja,
correspondendo a 114.075,3 mil toneladas, sendo 29.004,6 mil hectares para a regido centro-
sul (98.894,2 mil toneladas) e 4.904,8 mil hectares para o norte-nordeste (15.181,1 mil
toneladas) (CONAB, 2017). A geracdo de residuos para a cultura da soja é da ordem de 80 kg
de casca para cada tonelada de grdo. Industrialmente, a casca de soja ndo possui alto valor
agregado, sendo amplamente utilizada como ragdo animal, na forma solta ou peletizada
(ROJAS, 2012).

3.2.4 Coco

O coqueiro (Cocos nucifera L.) € uma palmeira perene, originaria do sudeste
asiatico, que foi introduzida no Brasil por volta de 1553, no estado da Bahia, trazida pelos
portugueses. Por ser uma cultura de clima tropical, encontrou condi¢cdes propicias para seu
desenvolvimento no pais e se espalhou pelas regides Norte, Nordeste e Sudeste (PEREIRA,
2012; PURSEGLOVE, 1975).

A casca do coco verde, enquanto matéria-prima ndo utilizada apresenta custos
e impactos para a sociedade e meio ambiente, a0 passo que 0 seu aproveitamento, para
geracdo de energia, agrega valor ao residuo e pode trazer beneficios para 0 meio como um

todo. Empresas automobilisticas, de beneficiamento do coco, a Empresa Brasileira de
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Pesquisas Agropecuarias — EMBRAPA, Universidades Federais e Estaduais, dentre outras,
estdo investindo em pesquisas para encontrar maneiras de utilizagdo das cascas de coco verde
(SILVEIRA, 2008).

Segundo o Levantamento Sistematico da Producdo Agricola apresentado em
agosto de 2017, a éarea plantada do coco foi de 224,666 mil hectares, 0 que equivale a
3.508,850 mil toneladas, sendo 206,957 mil hectares (3.058,288 mil toneladas) na regido
norte-nordeste e 17,709 mil hectares (400,006 mil toneladas) na regido centro-sul (LSPA-
IBGE, 2017). Estima-se que 850 kg de casca de coco verde sejam gerados para cada tonelada
de coco produzida (DIAS et al., 2012).

3.2.5Trigo

O trigo (Triticum) foi introduzido na India, China e Europa desde cinco mil
anos a.C. Pertencente a familia Poaceae se originou do cruzamento de outras plantas
silvestres que existiam nas proximidades dos rios Tigre e Eufrates (BRAMMER, 2000);
(FERNANDES et al., 2000).

Em geral, o trigo nacional € utilizado pela industria para a producdo de massas.
Por ser de elevada importancia no consumo, especialmente humano, representa um produto de
elevada importancia estratégica. Existem estimativas de reducdo das importagdes de trigo nos
préximos anos devido ao aumento esperado da producdo interna. Segundo técnicos da
CONAB, o Brasil tem potencial para expandir a producdo de trigo, sendo ainda produzido
com 6tima qualidade (HORST, 2013).

Atualmente a producéo de trigo no pais concentra-se na regidao Sul, nos estados
de Parand, 56,4%, e Rio Grande do Sul, 33,6%. A participacdo de outros estados é ainda
pequena. A producdo projetada de trigo para 2020/2021 € de 6,2 milhGes de toneladas, e um
consumo de 11,7 milhdes de toneladas no mesmo ano. O abastecimento interno exigira
importagdes de 5,5 milhdes de toneladas em 2020/2021 (MAPA, 2011).

De acordo com dados do Conab a area plantada de trigo alcangou 1.917,1 mil
hectares na safra 2016/2017, o que equivale a 5.185,5 mil toneladas, sendo 1.912,1 mil

hectares para a regido centro-sul (5.155,5 mil toneladas) e 5,0 mil hectares para o norte-
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nordeste (30,0 mil toneladas) (CONAB, 2017). Estima-se que para cada tonelada de graos de
trigo produzidos, sdo geradas 1,36 toneladas de palha (HORST, 2013).

3.2.6 Cana-de-agucar

A cana-de-acucar € uma planta herbacea, alogama, pertencente a familia
Poaceae, tribo Andropogoneae e género Saccharum. A familia Poaceae (ou familia das
gramineas) tem grande importancia para a economia humana, pois nela se incluem cereais,
tais como milho, trigo, arroz e sorgo, bem como muitas outras culturas forrageiras
(TZVELEV, 1989).

Existem vérias teorias que tentam explicar sua origem, porém a maioria das
publicacdes cita que a cana-de-agUcar € originaria da Nova Guiné, por volta de 2.500 a.C.,
utilizada naquela época, tanto para a construcéo de cercados como para apreciar 0 seu caldo
acucarado. O cultivo expandiu-se para a india, China e regides vizinhas, entre 1.500 a.C. e
1.000 a.C. (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005). Posteriormente a cana-de-acucar se
disseminou para varios lugares do mundo, principalmente para paises tropicais e subtropicais
(WOLF, 2011).

A produtividade média de cana-de-aclcar no Brasil é de 85 toneladas por
hectare. Cada tonelada de cana processada gera cerca de 140 kg de palha e 140 kg de bagago
em base seca, ou seja, 12 toneladas de palha e 12 toneladas de bagaco por hectare (SANTOS
etal., 2014).

Segundo dados do LSPA, a area plantada de cana-de-acucar atingiu 9.620,725
mil hectares em 2017, o equivalente a 715.494,327 mil toneladas, sendo 1.031,099 mil
hectares na regido norte-nordeste (57.282,816 mil toneladas) e 8.589,626 mil hectares na
regido centro-sul (658.211,511 mil toneladas) (LSPA-IBGE, 2017).

Diante do exposto, verifica-se que ha uma grande quantidade de residuos sendo
gerado anualmente a partir dos diferentes cultivos das regides brasileiras, o que
potencializaria sua utilizacdo em larga escala para fins promissores, que possam gerar valor

agregado a esses residuos agroindustriais.

De acordo com o relatorio sintese do Balanco Energético Nacional 2017,

tomando como referéncia 0 ano base 2016, os principais setores que utilizaram energia foram:
53



Industria (33,0 %), transportes (32,4 %), setor energético (10,3 %), residéncias (9,7 %),
servicos (4,9 %) e agropecuaria (4,0 %) (BEN, 2017). Com rela¢do ao consumo de energia
nas induastrias, 18,5% foi a partir do bagaco de cana-de-agucar, o que representa 16,2 Mtep
(mega tonelada equivalente de petroleo). No caso do setor energético, o bagago de cana-de-
acucar denota um valor expressivo de 45,4% (12,5 mil tep). No setor de transportes, 15,1% do

consumo de energia foi a partir de etanol (13,0 Mtep).

Os nameros expostos confirmam que a oferta de energia interna tem crescido
no ambito dos renovaveis, indicando que ao longo dos anos outras fontes de biomassa se
desenvolveram e se consolidaram como de fato ja acontece com o bagaco da cana. Dados de
poder calorifico e composicdo quimica de lignoceluldsicos sao apresentados nas Tabelas 3.1 e

3.2, respectivamente.

Tabela 3.1: Poder calorifico superior (PCS) de diversas biomassas lignocelulésicas.

Residuo PCS (Mtep) Referéncia
Palha de Milho 24,73
Sabugo de Milho 6,60 SANTOS, 2014
Casca de Arroz 0,89 HORST, 2013
Casca de Soja 3,34 RAMOS e PAULA et al., 2011
Palha de Trigo 3,30 HORST, 2013
Casca de Coco 1,47 ESTEVES, 2014
Palha de Cana-de-agucar 41,80

. SANTOS et al., 2014
Bagaco de Cana-de-agucar 41,57 cta

*Mtep: mega tonelada equivalente de petréleo

A partir da Tabela 3.1, pode-se observar que as biomassas estudadas
apresentam poder calorifico superior bastante diversificado. Observa-se que os valores do
PCS dos residuos provenientes da cana-de-agUcar sdo0 0S mais promissores, Vvisto que
apresentam elevado valor. A palha de milho também oferece um PCS atrativo, apesar de

inferior ao da palha e bagaco de cana.

Diante da necessidade de diversificagdo da matriz energética, acredita-se que
0s residuos citados sdo promissores e devem, ao longo dos anos, passar a compor a matriz
energética nacional no sentido de suprir o setor energético brasileiro, que ja utiliza como fonte
principal o bagaco de cana-de-agUcar. As demais biomassas indicam valores inferiores em

comparacdo ao bagaco de cana e a palha de cana e milho.
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A composi¢do quimica das biomassas apresentada na Tabela 3.2 mostra que,

para todos os residuos avaliados, a celulose é o componente presente em maior quantidade.

Esse fator faz com que os residuos se mostrem promissores para a producao do etanol 2G,

visto que esse polimero € o de maior interesse e que pode ser convertido a acUcares

fermentesciveis ap0s as etapas de pré-tratamento e hidrdlise, e seu processo fermentativo

ocorre pelo uso de leveduras comerciais (SANTOS, 2014). Nota-se também que para a

maioria dos residuos, a hemicelulose é o segundo componente mais abundante, excecdo

apenas para as cascas do arroz e do coco que apresentam nessa posicdo a lignina. As

hemiceluloses sdo heteropolissacarideos que também podem ser submetidos as etapas

adequadas para obtencdo do bioetanol, porém esse processo ndo ocorre fazendo-se uso do

principal microrganismo utilizado na produgdo industrial de etanol, a Saccharomyces

cerevisiae (SUAREZ, 2014).

Tabela 3.2: Composicao quimica de diferentes biomassas lignoceluldsicas.

Composi¢do Quimica (%)

Resi Referénci
esiduo Celulose  Hemicelulose Lignina  Extrativos Cinzas Pectina  Proteina  Total elerencia
Pa?ﬁ]ge 36,7 34,2 14,0 11,6 2.3 . B 988  SANTOS,
2014
Sabugo
de Milho 35,4 26,9 18,0 18,3 24 . . 101,0
Casca de HICKERT,
Arroz 34,0 13,0 29,0 3,0 17,0 o 2,0 98,0 2010
Casg?ade 358 231 9.1 5,0 4,0 4.2 15,4 96,6 ROJAS, 2012
palha de KAPARAJU;
Trigo 35,1 19,8 18,9 14,2 9,3 _ _ 97,3 FELBY, 2010
9 HORST, 2013
Casca de ESTEVES,
Coco 41,0 21,5 30,6 3,7 6,5 . . 103,3 2014
Palha de
Cana-de- 44,3 31,1 19,0 16,7 4,9 . . 99,3
acucar
Bagaco WOLF, 2011
de g:_“a' 38,8 20.4 21,7 4,9 5,1 B B 99,9
agucar

A producdo do etanol chamado de segunda geracdo tem ganhado espago e

importancia, visto que ha uma necessidade emergente de diversificacdo da matriz energética

brasileira. Essa necessidade de fontes alternativas tem crescido principalmente devido ao fato

de que fontes derivadas do petroleo sdo poluentes e de precos instaveis (BACH et al., 2014).
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Apesar do estudo do etanol celulésico ndo ser recente, seu custo de produgéo
ainda representa um desafio. Investimentos em pesquisas estdo sendo continuamente
realizados, objetivando melhorias no processo, o que inclui reducdo de custos em todas as
etapas envolvidas (WANG et al., 2014).

3.3 Potencial para producéo de etanol lignocelulésico

De acordo com a quantidade gerada dos residuos de cada cultura e
considerando-se eficiéncia de: 80% na etapa de pré-tratamento; 90% na hidrolise da celulose
em glicose; 90% na fermentacdo da glicose em etanol; 90% na hidrolise da hemicelulose em
xilose; e 50% de eficiéncia na fermentacdo da xilose em etanol, pode-se fazer uma estimativa
do aumento significativo da producdo de etanol por hectare sem que haja expansfes das areas
de cultivo (SANTOS et al., 2012; MOTA; MONTEIRO, 2013). As Tabelas 3.3 e 3.4

apresentam esses resultados para a celulose e hemicelulose, respectivamente.

Tabela 3.3: Potencial de producéo de etanol a partir da celulose presente nos residuos de cada cultura.

Teor de Glicose obtida Etanol obtido a Volume de Volume de
Residuo Celulose por a partir da partir da etanol por etanol por
tonelada de hidrélise da fermentacédo da tonelada de hectare de
residuo (%) celulose’ (kg) glicose? (kg) residuo® (L) biomassa (L)
Palha de 36,7 293,57 135,01 170,90 503,65
Milho
Sabugo de 354 283,17 130,23 164,85 124,92
Milho
Casca de 34,0 271,07 125,08 158,33 183,92
Arroz
Casca de 35,8 286,37 131,70 166,71 38,28
Soja
Palha de 35,1 280,77 129,13 163,45 653,55
Trigo
Palha de
Cana-de- 44,3 354,36 162,97 206,29 2.194,10
acucar
Bagaco de
Cana-de- 38,8 310,37 142,74 180,68 1.921,70
acucar
Cisgfode 41,0 327,97 150,83 190,93 2.426,20

1: 1,111 g/g; assumindo 80% de eficiéncia no pré- tratamento e 90% de eficiéncia na hidrolise; 2: Yp/s = 0,51
0/g; assumindo 90% de eficiéncia na fermentacdo; 3: densidade do etanol 0,79
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A andlise dos dados apresentados nas Tabelas 3.3 e 3.4 mostra que a utilizagdo
dos residuos das culturas de milho, arroz, soja, trigo, cana-de-agucar e coco apresenta grande
potencial de geracdo de etanol por hectare de area cultivada, levando em conta os teores de

celulose e hemicelulose.

Tabela 3.4: Potencial de producdo de etanol a partir da hemicelulose presente nos residuos de cada

cultura.
Teor de Xilose 9bt|da Etanol obtido a Volume de Volume de
. a partir da .
. Hemicelulose s partir da etanol por etanol por
Residuo hidroélise da x
por tonelada hemicelulose’ fermentacéo da tonelada de hectare de
de residuo (%) (ko) xilose? (kg) residuo® (L)  biomassa (L)
Palha de 34,2 279,73 71,47 90,47 266,61
Milho
Sabugo de 26,9 220,02 56,22 71,16 53,92
Milho
Casca de
13 106,33 27,17 34,39 39,95
Arroz
Casca de 231 188,94 48,27 61,11 14,03
Soja
Palha de 19,8 161,95 41,38 52,38 209,42
Trigo
Palha de
Cana-de- 31,1 254,37 64,99 82,27 874,99
acucar
Bagaco de
Cana-de- 29,4 240,47 61,44 77,77 827,16
acucar
Casca de
21,5 175,85 44,93 56,87 722,73
coco

1: 1,136 g/g; assumindo 80% de eficiéncia no pré-tratamento e 90% de eficiéncia na hidrdlise; 2: Yp/s = 0,51
0/g; assumindo 50% de eficiéncia na fermentacédo; 3: densidade do etanol 0,79

O aproveitamento dos residuos da cana-de-agclcar (bagaco e palha)
possibilitaria um incremento de 5.817,95 litros na producdo de etanol por hectare, passando
dos atuais 7.000 litros (obtidos pelo processo convencional a partir do caldo) para 12.817,95
litros (aproveitamento integral da cana-de-acucar) (SANTOS et al., 2012). Esse aumento €
bastante significativo, visto que ndo necessitaria expansdo das areas de cultivo. A palha de
milho, de trigo e a casca de coco também oferecem numeros atrativos, frente aos demais
residuos que apresentam valores bem inferiores e que talvez ndo representem grande
significancia no potencial de producéo de etanol total (casca de arroz, de soja e sabugo de

milho).
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Atualmente, a utilizacdo de biomassas para producdo de etanol de segunda
geracdo j4 é realidade em nosso pais, com grande tendéncia de crescimento ao longo dos anos
visto que esse tipo de inovacdo apresenta-se como a chave para tornar o etanol ainda mais

competitivo e suprir a crescente demanda de biocombustiveis no Brasil e no mundo.

A empresa Raizen se destaca no setor energético como uma das mais
competitivas do mundo. Possui diversas unidades produtoras e distribuidoras espalhadas nas
diferentes regides do Brasil e utiliza 0s co-produtos da cana-de-agucar: palha e bagaco, para a
producdo do etanol celulésico. Em novembro de 2014, iniciou a operagdo de sua primeira
planta industrial para a fabricacdo do etanol 2G em escala comercial. A unidade esta
localizada em Piracicaba (SP), e tem uma capacidade instalada de 40 milhdes de litros de
etanol por ano (RAIZEN, 2015).

3.4 Localizacao geografica dos residuos

O aproveitamento de residuos agroindustriais € uma questdo que se encontra
diretamente associada a localizagcdo geografica de suas culturas geradoras bem como de suas
respectivas capacidades produtivas. Fatores bastante relevantes, como é o caso dos custos
associados ao transporte e ao armazenamento de tais residuos, podem ser minimizados

levando-se em conta as regides de maior beneficiamento potencial.

A Tabela 3.5 apresenta os resultados por regido dos cultivos estudados nesse
trabalho. Observa-se que as culturas do milho e da soja estdo concentradas na regido centro-
oeste, sendo, por consequéncia, a regido brasileira que gera maior quantidade destes residuos:
milho (sabugo e palha), soja (casca de soja). Logo, essa regido apresenta-se como a de maior
potencial para a localizacdo de uma unidade produtiva de etanol 2G que tenha intuito de

utilizar como fonte de biomassa os residuos do milho e da soja.
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Tabela 3.5: Producéo das culturas por regido.

. n Regia i .
Regido Regido C;?::f_ Regido Regido
Cultura Norte Nordeste Oeste Sudeste Sul

Producdo (em mil t)
Milho 2.601,5 6.156,1 39.411,5 11.303,4  24.120,0
Soja 4.461,2 8.953,3 46.806,1 6.685,9 35.005,2

Arroz 1.027,3 757,0 837,9 78,4 9.516,2
Trigo . . 88,1 475,9 6.088,6
Cana-

de- 2.637,2 68.272,8 137.086,5 4450435 52.775,9
acucar
Coco 412,3 2.834,6 . 440,3

J& para o caso das culturas de arroz e trigo, a regido sul detém a maior
producdo. Quando se verifica a cultura de cana-de-agUcar, a regido sudeste é a que apresenta
maior producédo. De fato, as grandes usinas brasileiras encontram-se na regido sudeste devido
a grande capacidade produtiva de cana-de-agucar nessa regido. Por fim, na regido nordeste
predomina a producdo do coco, o que indica que fabricas de beneficiamento de residuos do
coco verde deveriam se instalar nessa regido, visto que esses residuos sdo bastante volumosos,

inviabilizando seu transporte por longas distancias e armazenamento a longo prazo.

Nota-se, portanto uma distribuicdo dos residuos lignocelulésicos nas diferentes
regibes brasileiras. O Brasil possui grandes vantagens no uso de biomassas, devido a intensa
radiacdo solar durante todo o ano e sua diversidade de clima, que mostram a grande

capacidade produtiva em toda a sua extensao agricultavel.

3.5 Consideracgoes finais

Atualmente, diversas formas de aproveitamento de biomassas para geracdo de
energia tém sido extensivamente estudadas. Isso se deve principalmente ao fato de que ha
uma necessidade emergente da utilizacdo de fontes alternativas de energia, em detrimento ao
uso do petroleo, que é de origem fdssil, poluente e de precos instaveis. Outra razdo é que
esses tipos de residuos muitas vezes sdo desperdicados ou até mesmo subutilizados em

atividades que ndo agregam valor como € o caso da geragdo de energia limpa.
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Apesar desse fato ainda ndo ser uma total realidade em nosso pais, a utilizacéo
em larga escala das biomassas residuais como produtoras de energia se apresenta bastante
atrativa, uma vez que potencializara a solucdo de problemas ambientais associados a polui¢éo
e desperdicio. Questbes associadas a localizacdo geografica dos residuos também devem ser
analisadas, como o intuito de que os custos associados a transporte e armazenamento destas

biomassas sejam minimizados.

Dentro do contexto ambiental, o etanol celulésico (E2G) define-se como
promissor apesar dos entraves ainda associados a tecnologia de conversdo da biomassa
lignocelulosica. Isso porque o aproveitamento desses residuos ird aumentar significativamente
a producdo de etanol em nosso pais, diversificando a matriz energética brasileira sem que haja
competitividade com a industria de alimentos e sem a necessidade de expansdo da &rea
cultivada.

Por fim, de acordo com o que foi apresentado nesse capitulo, levando-se em
conta especialmente os resultados das Tabelas 3.3 e 3.4, verifica-se que a palha de cana-de-
acucar possui elevado potencial de producéo de etanol de segunda geracdo, sendo, portanto a
biomassa escolhida para a conducdo da parte experimental dessa tese. Além do mais, tendo
em vista que o Brasil € o maior produtor mundial de cana, os residuos provenientes dessa

cultura, como € o caso da palha, apresentam-se bastante promissores.
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CAPITULO 4 - OTIMIZACAO DE PARAMETROS OPERACIONAIS DO PRE-
TRATAMENTO DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR ATRAVES DE PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL

Este capitulo teve como objetivo a otimizagdo da etapa de pré-tratamento da
palha de cana-de-accar, por meio de um delineamento experimental 2% com trés repeticdes
no ponto central. As variaveis de estudo foram: a razdo palha-agua m/v na etapa de pré-
tratamento hidrotérmico e a temperatura reacional do pré-tratamento alcalino, sequencial ao
hidrotérmico. O estudo mostrou que a deslignificacdo ndo promoveu melhora significativa na
conversdo da celulose em glicose na hidrolise enzimatica, o que nédo justifica a realizacédo
dessa etapa adicional, nas condicGes avaliadas. Ja o pré-tratamento hidrotérmico apresentou
bons resultados, alcancando na etapa de hidrélise conversdes superiores a 85%, em especial
para as razdes palha/agua 1:6,7 e 1:20 m/v.

4.1 Introducéo

Muitos estudos desenvolvidos no ambito do etanol de segunda geracdo tém
apontado o pré-tratamento hidrotérmico seguido de pré-tratamento alcalino como uma
alternativa promissora, por representar altas taxas de remoc¢édo de hemicelulose e lignina. Um
tratamento quimico que pode ser realizado posteriormente ao hidrotérmico € o pré-tratamento
com peroxido de hidrogénio alcalino, que € realizado em condi¢cGes amenas de temperatura e
pressdao onde o perdxido se decompde em oxigénio e agua, sendo considerado de baixo
impacto ambiental. Esse pré-tratamento adicional tem como objetivo principal promover a
deslignificacdo da biomassa (BANERJEE et al., 2012; ABDULLAH; UEDA; SAKA, 2014,
BOUSSARSAR; ROGE; MATHLOUTHI, 2009; CRUZ et al., 2012; SILVA et al., 2011;
XIAO et al., 2013).

A etapa de hidrolise enzimatica representa a maior dificuldade em tornar o
etanol de segunda geracdo um processo industrialmente viavel, devido a gargalos técnicos e
econdmicos (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b).

Porém, perspectivas positivas sdo apresentadas por Viikari, Vehmaanpera e Koivula (2012),
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no qual os autores relataram que o0s custos associados a etapa de hidrdlise enzimatica tendem

a diminuir significativamente nos proximos anos.

A necessidade de estudar a influéncia de muitas variaveis ao mesmo tempo,
numa dada resposta de interesse de um experimento ou processo torna o planejamento de
experimentos uma ferramenta importante em analises multiobjetivo, minimizando tempo,
trabalho e custos operacionais. Dessa forma, quantificar o efeito das variaveis do processo
através das técnicas de planejamento experimental, com o objetivo de obter informacdes sobre
a robustez das respostas faz-se uma alternativa importante para a implementagéo de controle
de processos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Diversas sdo as vantagens apontadas
para 0 uso do delineamento experimental, entre elas, pode-se citar que reduz o numero de
experiéncias ou repeti¢des e melhora a qualidade da informacéo obtida através dos resultados.
E necessario, porém, que o pesquisador invista tempo no estudo das variaveis envolvidas,
através da obtencdo de informacgdes da literatura, para que a estratégia de realizacdo dos
ensaios possa agregar melhor qualidade aos resultados obtidos. Outro ponto positivo é que 0s
fatores sdo analisados simultaneamente, o que torna possivel a verificacdo e quantificacdo dos

efeitos sinérgicos e antagdnicos entre os fatores de interesse (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Santos et al. (2014) realizaram tratamento hidrotérmico da palha de cana,
utilizando planejamento experimental (varidveis: temperatura, entre 170 e 210°C, tempo,
entre 5 e 15 minutos, e concentracdo palha/agua, entre 10 e 15% m/v). A melhor condicéo
encontrada no tratamento hidrotérmico foi a 190°C, 18 minutos e 12,5% m/v de relacédo

palha/agua.

Oliveira et al. (2014) avaliaram um processo combinado (pré-tratamento
hidrotérmico seguido de deslignificacdo alcalina e posterior hidrdlise enzimatica) para a
producdo de bioetanol a partir da palha de cana-de-acucar. O tratamento hidrotérmico foi
conduzido entre 180 e 195°C, com tempo reacional entre 0 e 15 minutos. A deslignificacao
alcalina foi realizada com hidréxido de sédio e a maior solubilizacdo de hemicelulose, bem
como a maior conversdo de celulose na hidrdlise, foram alcangadas na condicdo de 190°C e
10 minutos. Ademais, a etapa de deslignificagdo ndo promoveu melhora significativa na

conversdo da celulose a glicose na hidrolise enzimatica.

Pratto (2015) realizou pré-tratamento hidrotérmico seguido de alcalino com

NaOH. A biomassa estudada foi a palha de cana-de-aglcar. Quando os ensaios foram
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conduzidos apenas sob pré-tratamento hidrotérmico, 82,91% da hemicelulose e 37,46% da
lignina foram removidas. Porém, 99,46 e 91,88% de remocdo de hemicelulose e lignina,
respectivamente, foram alcancadas quando o pré-tratamento alcalino foi realizado

sucessivamente ao hidrotérmico.

Diante do exposto, esse capitulo teve como objetivo a otimizacéo da etapa de
pré-tratamento da palha de cana-de-acticar por meio de um delineamento experimental 2> com
trés repeticGes no ponto central. As varidveis estudadas foram a razdo palha-4gua (m/v) na
etapa de pré-tratamento hidrotérmico e a temperatura reacional do pré-tratamento alcalino,
sequencial ao hidrotérmico. Diferente dos trabalhos acima citados, a etapa alcalina foi
realizada com solucdo alcalina de peréxido de hidrogénio, um reagente de baixo custo e
elevado poder oxidante. As respostas do planejamento experimental foram o teor de celulose
(%), corrigido pelo rendimento massico do pré-tratamento hidrotérmico e a conversdo de

celulose em glicose (%), alcancada na etapa de hidrolise enzimatica.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

A palha de cana-de-acUcar utilizada nos experimentos foi gentilmente cedida
pela Usina Ipiranga Agroindustrial S.A, localizada em Descalvado, S&o Paulo, Brasil. O
material foi seco a temperatura ambiente até se obter um teor de umidade em torno de 10%.
Em seguida, esse material foi moido em um moinho de facas tipo Willey para obtencdo de um
tamanho de particulas de 5 mesh, colocado em sacos plasticos e armazenado em um freezer (-
8°C) para experimentos subsequentes. O extrato enzimatico Cellic® CTec2 foi doado pela
empresa Novozymes Latin America (Araucaria, PR). Os demais reagentes de laboratdrio

foram adquiridos em grau analitico e ndo sofreram tratamento antes de sua utilizac&o.
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4.2.2 Pré-tratamento hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) foi realizado em reator de aco inoxidavel
(Figura 4.1), com capacidade de 5,5 L e controle de agitacdo e temperatura (PARR Instrument
Company, Moline IL, USA, modelo 4584).

Figura 4.1: Reator Parr.

Fonte: Acervo do autor (2016).

A palha de cana-de-agUcar foi moida para obtencdo de granulometria de 10
mesh, empregando-se um moinho de facas (Willye, modelo SP-30). O conteudo de &gua
presente nas amostras foi quantificado em um determinador de umidade (aquecimento por
infravermelho), a 100°C em modo automatico (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda,
modelo 1D 50).

Cem gramas (em base seca) de palha de cana-de-acUcar (granulometria de 10
mesh) foram misturadas com agua no reator, nas propor¢oes palha/agua: 1:5, 1:6,7, 1:10, 1:20
m/v. Para todas as razdes avaliadas, foram aplicadas as mesmas condigdes de pré-tratamento
(temperatura, tempo de reacgéo e agitacdo): 195°C, 10 minutos e 200 rpm. Ao final da etapa de
pré-tratamento, a fracdo solida foi separada da fracdo liquida por meio de filtracdo. A fracédo
solida foi submetida a lavagem com &gua para a remocdo de compostos inibidores,

solubilizados durante a etapa de pré-tratamento, até pH neutro.
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O rendimento massico (R) obtido apds a etapa de pré-tratamento foi
determinado por meio da Equacdo 4.1.

mfinal
R= X 100 (4.1)

inicial

onde: miniciar = Massa inicial de material lignoceluldsico em base seca (g); Msna = Massa final

de material lignocelul6sico apos PTH em base seca (Q).

O célculo do fator de severidade (FS) em cada etapa de pré-tratamento foi
realizado seguindo a defini¢do proposta por Overend e Chornet (1987), conforme a Equacéo
4.2.

" T-T
FS = log t*exp( Lot J 4.2
le{ 14.75 (4.2)

onde: n é o numero de intervalos entre as medidas de temperatura durante a etapa de pré-
tratamento; t € o tempo médio entre uma medida e outra; T; é a temperatura do pré-tratamento

medida a cada instante de tempo; Ty € a temperatura de referéncia, 100°C.

O FS descreve o efeito combinado de fatores-chave na etapa de pré-tratamento,
0 tempo e a temperatura. Visto que ndo é simples avaliar o efeito de cada um desses fatores
individualmente, esse fator torna-se bastante importante (OVEREND; CHORNET, 1987).
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4.2.3 Pré-tratamento alcalino

A etapa de pré-tratamento alcalino (PTA), que consiste na deslignificacdo da
biomassa, ocorreu em sequéncia ao pre-tratamento hidrotérmico, utilizando-se uma solucéo
alcalina de peroxido de hidrogénio (H,0, 1% v/v, em pH 11,5) como reagente. Essa etapa foi
realizada em shaker, a 100 rpm, nas temperaturas de 25, 45 e 65°C durante 1 hora, com carga

de solidos de 10% m/v.

4.2.4 Caracterizacdo quimica da biomassa

As amostras de palha de cana-de-agucar in natura e apds cada etapa de pré-
tratamento foram caracterizadas utilizando-se a metodologia descrita por Sluiter et al. (2008),
modificada por Rocha et al. (1997) e validada por Gouveia et al. (2009). O material foi moido
(20 mesh). A quantidade de extrativos foi determinada para as amostras de palha in natura,
visto que ap0s o pré-tratamento os extrativos sdo solubilizados. O procedimento, proposto
pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL) (SLUITER et al. 2008) seré descrito a

sequir.

4.2 .4.1Extrativos

Foram adicionados 8,0g (massa seca) de palha (in natura) em um cartucho e
colocado em um sistema de extracdo Soxhlet. Em um baldo de 500 mL de fundo redondo
foram adicionados 450 mL de etanol 95%, que utilizando-se uma manta (Fisatom, modelo
52E), foi aquecido. O liquido contendo os extrativos foi colocado em um rotaevaporador até
se obter um liquido viscoso, com total evaporagédo do solvente e entdo deixado em capela ate
se obter massa constante. A quantidade de extrativos foi determinada pela Equacéo 4.3.
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m.. .. —m,
% Extrativos :[ inicial final j -100 (4.3)
m

inicial
onde: Miniciat € @ massa inicial seca de palha (g); msna € @ massa de palha apds extracédo

alcodlica (g).

4.2.4.2 Hidrolise com acido sulfarico 72% v/v

Amostras de 1 g (moidas em moinho de facas — 20 mesh) de palha de cana-de-
acucar, pesadas com precisdo de 0,1 mg, foram transferidas para béqueres de 100 mL e
tratadas com 10 mL de H,SO,4 72% v/v, sob vigorosa agitacdo, em um banho termostatizado
(Nova Etica) a 45°C por 8 min. As amostras foram transferidas quantitativamente para frascos
erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se 275 mL de &gua destilada. Os erlenmeyers foram
fechados com papel aluminio e autoclavados por 30 min a 120°C. Apos a descompressdo da
autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a fracdo
solida separada da fracdo liquida por filtracdo em papel de filtro qualitativo. A fracdo liquida
foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente
completado com &gua destilada. A solucdo foi armazenada para analises posteriores de

carboidratos, acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e lignina soltvel.

4.2.4.3 Determinacdo de lignina insolavel na fracdo sélida

O material retido no papel de filtro foi lavado com 1500 mL de agua destilada,
transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100 °C até massa constante. A
percentagem de lignina insolGvel foi calculada com relagdo a massa de amostra seca conforme

a Equacéo 4.4.

_ 4.4
%Ly = %*100 (4.4)
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onde: Lg; = Lignina Klason insoluvel; Mk = massa de lignina insoltvel seca; M. = massa de

cinzas; Ma = massa da amostra seca.

4.2.4.4 Determinacdo de lignina soltvel na fragdo liquida

A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a
280 nm em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000). O calculo da lignina

soltvel foi determinado conforme a Equacéo 4.5.

Cyy = 4187*10° (A, — A ;) —3,279*10™ (4.5)

lig

onde: Cjiy = concentracéo de lignina solGvel, em g/L; Ar = absorbancia da solucéo de lignina
junto com os produtos de degradagdo, em 280 nm; Apg = (C1 €1 + C2 €2) —absorbancia, em 280
nm, dos produtos de decomposicdo dos actcares (furfural e HMF), cujas concentragdes c; e C;
foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ¢ €; e €

s30 as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L g™* cm™.

4.2.4.5 Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural na

fracdo liquida

Antes da determinacdo de carboidratos e de &cidos organicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de extracdo em fase sélida
Sep-Pak C18 (Phenomenex). Para a construcdo das curvas de calibracdo dos carboidratos,
foram injetadas no cromatografo liquido solugdes contendo celobiose, glicose, xilose e
arabinose. A construgdo das curvas de calibracdo dos &cidos organicos foi realizada através da
injecdo de solugdes contendo acido acético e acido formico. As condic¢bes das analises foram:

coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); fase mével: H,SO, 0,005 mol L™; fluxo
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de 0,6 mL min™; temperatura do forno: 45 °C; em cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10AD,
empregando um detector de indice de refracdo Shimadzu modelo RID-6A.

Para determinar as concentracdes de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural
foram realizadas andlises cromatograficas (CLAE). Construiram-se curvas de calibracdo de
furfural e hidroximetilfurfural injetando solucdes padrdes destes dois compostos. As amostras
dos hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 pm e analisadas. Condicdes
experimentais: coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm), fase moével solucdo de acetonitrila/agua
1:8 com 1% de solucédo de &cido acético, vazao de 0,8 mL/min, temperatura do forno 45°C e
detector UV/VIS (SPD-10A) a 274 nm, em cromatdgrafo Shimadzu.

4.2.4.6 Determinacdo de cinzas

Apos a determinacéo da lignina insollvel, a amostra junto com o papel de filtro
foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado e foi calcinada lentamente
(150°C/30 min, 250°C/20 min e mais 120 min/800 °C em uma mufla (Rocha et al., 1997)).

Na determinacdo das cinzas totais, pesou-se aproximadamente 1 g de material
em cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferenca de massa, o teor de cinzas da

lignina insoluvel e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacéo 4.6.

%cinzas = M, *100 (4.6)
M

a

onde: % cinzas = percentual em massa de cinzas; M, = massa de cinzas (diferenga entre a massa do

cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio); M, = massa da amostra em base seca.
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4.2.5 Planejamento experimental

Nesse estudo realizou-se um delineamento experimental 22, com trés repeticées
no ponto central. O objetivo foi avaliar a influéncia da razdo Mpaina seca/Vagua N0 PTH seguido
de deslignificacéo por perdéxido de hidrogénio alcalino (H,0,). As variaveis-resposta foram: o
teor de celulose corrigido pelo rendimento massico do PTH (%) e a conversdo de celulose em
glicose (%) determinada ap0s etapa de hidrolise enzimatica. As analises estatisticas foram

realizadas através do software STATISTICA® (versdo 7.0).

A Tabela 4.1 apresenta o delineamento experimental realizado, com todas as
combinagBes entre os niveis e variaveis estudadas. Destaca-se que a escolha dos niveis de
cada variavel se baseou na literatura (GONCALVES et al., 2014; DIAZ et al., 2014; AYENI
etal., 2014; WANG et al., 2014).

Tabela 4.1: Matriz do delineamento experimental 22 com trés repeti¢des no ponto central.

Variavel 1: Variavel 2:
Ensaio Raz&80 Myaiha seca/Vagua NO Temperatura do
PTH (%) PTA (°C)
1 1:20 (-) 25(-)
2 1:6,7 () 25(-)
3 1:20 () 65(+)
4 1:6,7 () 65(+)
5 1:10 (0) 45(0)
6 1:10 (0) 45(0)
7 1:10 (0) 45(0)

4.2.6 Hidrdlise enzimética

A etapa de hidrolise enzimatica foi realizada para as amostras submetidas ao
PTH e para as amostras submetidas ao PTH seguido da deslignificacdo com peroxido de
oxigénio (PTH+PTA). Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer, por 72 horas, a

temperatura de 50°C e sob agitacdo de 250 rpm em shaker.
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A carga de soélidos utilizada nos experimentos de hidrdlise foi de 15% m/v. O
volume de meio reacional foi de 50 mL, composto por material lignoceluldsico pré-tratado
(em base seca), extrato enzimatico (20 FPU/Qceuiose) € tampdo citrato de sodio 50 mM (g.s.p),
pH 4,8.

As amostras tiveram seu teor de glicose quantificado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (SCL-10A chromatograph, Shimadzu), com detector de indice de refracdo
(RID10-A, Shimadzu). A coluna utilizada nas andlises foi Aminex HPX-87H (Bio-Rad),
mantida a 65°C. Empregou-se como fase movel solucéo de H,SO,4 (5,0 mM) na vazéao de 0,6

mL/min. A conversao de celulose em glicose foi calculada atraves da Equacéo 4.7.

glicose liberada (g /L)
concentracao de biomassaseca(g/L) x f x1,11

Convers&o(%) = (4.7)

onde: f consiste da fracdo de celulose presente na biomassa seca; 1,11 corresponde ao fator

estequiométrico de conversdo de celulose em glicose.

4.2.6.1 Atividade enzimética do complexo Cellic®CTec2

Antes de iniciar os ensaios utilizando a enzima Cellic®CTec2, sua atividade foi
determinada conforme metodologia descrita por Ghose (1987). O método baseia-se em
encontrar a concentracdo de uma solucdo da enzima de interesse que libere aproximadamente
2 mg de acUcares redutores a partir de 50 mg de papel de filtro Whatman em 60 min usando
uma aliquota de 0,5 mL da solu¢do de enzima. A atividade é dada em unidades de papel filtro,
FPU (do inglés Filter Paper Units) por mL de enzima. O complexo apresentou atividade
enzimética de 241 FPU/mL.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Pré-tratamento hidrotérmico

A Tabela 4.2 apresenta a caracterizagdo quimica da biomassa in natura e apos
0 PTH realizado.

Tabela 4.2: Caracterizacdo quimica da palha in natura e submetida ao PTH (195°C, 10 minutos, 200 rpm)
nas diferentes razdes palha-agua.

Palha In Mpaiha secal Vagua N0 PTH m/iv
Componente Natura 1:20 1:10 16,7 15
Celulose (%) 34,8+0,2 67,2+0,8 57,02+0,01 56,2+0,8 43,7+0,1
Hemicelulose (%) 23,020,2 5,56+0,07 5,8040,02 6,18+0,05 14,240,3
Lignina total (%) 24,1+0,5 26,7+0,1 29,4+0,3 32,3+1,1 28,4+0,1
Cinzas (%) 7,1£0,4 3,5£0,2 5,910,1 1,80+0,04 2,3+0,2
Extrativos (%) 14,9+0,4 _ _ _ _
Rendimento massico B 4758 52,50 55,07 75,56
(%)
Fator de Severidade (-) . 4,32 4,23 4,18 4,17

Observa-se na Tabela 4.2 que o fator de severidade (FS) diminui com o
aumento da razdo palha-dgua empregada no pré-tratamento hidrotérmico. Por sua vez o

rendimento massico (R) aumenta a medida que a razdo palha-agua se eleva.

Sabe-se que a medida que a razdo Mpanha seca/Vagua S€ €leva, havera menor
volume de &gua para a mesma quantidade de massa seca. Esse fato corrobora para a obtencédo
de maior rendimento massico em maiores razdes palha/dgua visto que menor quantidade de
ions hidronios estara disponivel para catalisar a hidrolise da biomassa, o que promove pouca
solubilizacdo (MARTINEZ, 2014). Em estudos empregando palha de colza submetida a
tratamento hidrotérmico catalisado por H,SO4, Lu, Zhang e Angelidaki (2009) encontraram
resultados semelhantes, nos quais 0s maiores rendimentos massicos foram obtidos nas
maiores razfes palha/agua avaliadas. Em razdes mais baixas (1:10 e 1:20 m/v), Pérez et al.
(2007) ndo encontraram diferencas significativas nos valores de rendimento massico, o que

também foi observado nesse trabalho para razdes 1:20, 1:10 e 1:6,7 m/v.

Com relacéo ao fator de severidade, que diminui a medida que a razd0 Mpaiha
secalVagua S€ €leva, isso ocorre devido a presenca de menor volume de agua no meio reacional,
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gue aquecera mais rapidamente. Visto que o fator de severidade é fortemente dependente do
tempo e da temperatura, seu valor sera menor em rea¢des de maior razdo Mpaiha secaVagua, O qUE

foi observado nesse estudo.

A Figura 4.2 ilustra os perfis de temperatura obtidos durante a etapa de PTH
para cada razéo Mpana secal Vagua. A partir desses dados é que se determina o fator de severidade.
De forma geral, os pré-tratamentos apresentaram perfis de severidade semelhantes. Observa-
se que em razdes menores (1:20 e 1:10 m/v), o ensaio levou mais tempo para alcangar a

temperatura experimental, visto que ha maior volume de &gua para ser aquecido no reator.

Figura 4.2: Perfil da temperatura nos diferentes PTH realizados.
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A Tabela 4.3 apresenta a caracterizacdo quimica das amostras com os valores

corrigidos pelo rendimento massico obtido em cada um dos PTHs.

Tabela 4.3: Caracterizacdo quimica com valores corrigidos pelo rendimento do PTH (195°C, 10 min., 200

rpm).
. Palha In Raz80 Myaiha seca/Vagua N0 PTH m/v

Componente Natura 1:20 1:10 16,7 15
Celulose (%) 34,840,2 31,97 29,94 30,94 32,98
Hemicelulose (%) 23,0+0,2 2,65 3,05 3,40 10,73
Lignina total (%) 24,1+0,5 12,68 15,45 17,78 21,48
Cinzas (%) 7,1+0,4 1,67 3,11 0,99 1,72
Rendimento massico (%) o 47,58 52,50 55,07 75,56
Fator de Severidade (-) o 4,32 4,23 4,18 4,17

*valores corrigidos levando-se em conta o rendimento massico do PTH.

Analisando os dados da Tabela 4.3, verifica-se que, para as quatro condicoes
de pré-tratamento avaliadas, o teor de celulose sofreu pouca alteracéo, observando-se apenas
uma pequena perda em relagdo ao teor de celulose da biomassa in natura (8,08% para a razéo
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de 1:20; 13,92% para a razéo de 1:10; 11,04% para a razao de 1:6,7; e 5,18% para a razao de
1:5).

Com relacdo ao teor de hemicelulose e lignina, nota-se que ha uma
dependéncia entre o fator de severidade (FS) e a remocéao desses dois componentes; a medida
que se aumenta o FS, a remocéo desses componentes € maior. Nota-se também que a razdo de
1:5 m/v promoveu remoc¢do nao satisfatoria em termos de lignina. Nessa mesma razdo, a
remocdo de hemicelulose foi inferior as demais razdes estudadas, apesar de ainda representar
quase 55%. Esse fato sugere que essa razdo ndo foi eficiente, visto que um dos objetivos
principais do PTH é promover acima de 80% de remocdo da fracdo hemiceluldsica
(PRATTO, 2015). Resultados semelhantes foram obtidos por Lu, Zhang e Angelidaki (2009),
em que maior fracdo hemiceluldsica foi percebida em elevadas cargas de sélidos, dentre as

avaliadas no pre-tratamento hidrotérmico catalisado por H,SOj.

Em face da remocdo ndo satisfatoria de hemicelulose e lignina, a condi¢do em
que se empregou razdo de 1:5 m/v no PTH foi descartada para seguir as demais etapas do
trabalho.

4.3.2 Pré-tratamento alcalino sequencial ao hidrotérmico

A Tabela 4.4 apresenta os resultados da composic¢ao quimica da palha de cana-
de-acucar apds os dois pré-tratamentos sequenciais: hidrotérmico (PTH) e alcalino (PTA) nas

condicdes descritas pelo delineamento experimental.

Tabela 4.4: Caracterizagdo quimica das amostras apds PTH (195°C, 10 min., 200 rpm) seguido de PTA.

Componente 1:20PTHe 1:20 PTH e 65°C 1:6,7PTHe 1:6,7PTHe 1:10PTHe
(%) 25°C PTA PTA 25°C PTA 65°C PTA 45°C PTA
Celulose 51,7+0,7 61,2+0,5 64,1+0,4 67,0+2,9 62,1+0,3
Hemicelulose 5,6£0,1 6,7+0,1 6,2+0,2 6,4+0,3 4,51+0,07
Lignina total 22,6+0,4 25,0+0,8 22,2+0,1 20,4+0,4 21,0+0,1
Cinzas 1,86+0,02 2,02+0,04 2,8+0,1 2,82+0,04 5,1+0,2
Rendimento
PTA 80,01 75,51 81,57 73,93 72,09
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Para andlise das condicdes estudadas nos pré-tratamentos PTH+PTA, procede-
se de forma anéloga aos ensaios de PTH. Serdo apresentados, na Tabela 4.5, os resultados de
composicdo quimica levando-se em conta o rendimento massico das duas etapas realizadas
(PTH+PTA).

Tabela 4.5: Composicao quimica levando-se em conta o rendimento massico dos pré-tratamentos PTH e

PTA.
Componenter (g L20PTHe L20PTHe65C  L67PTHe 167PTHe TI0PTHe
P 25°C PTA PTA 25°C PTA 65°C PTA 45°C PTA
Celulose 10,68 21,99 28,79 27.28 23.50
Hemicelulose 213 2,42 2.79 2.60 171
Lignina total 8,60 9,20 9,97 8,31 7,95

Cinzas 0,71 0,68 1,26 1,15 1,03
Rendimento 38,07 35,93 44,92 40,71 37,85

massico PTH+PTA

*valores corrigidos levando-se em conta o rendimento massico do PTH+PTA.

Observa-se na Tabela 4.5 que maiores teores de celulose foram obtidos com a
razdo 1:6,7 no PTH, em combinacdo com as temperaturas dos niveis inferior e superior do
PTA. O teor de hemicelulose, lignina e cinzas ndo sofreu variagdes expressivas quando

comparados entre si.

As Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 apresentam o percentual de remocao dos componentes
principais (celulose, hemicelulose e lignina) da biomassa para as trés razdes palha-agua

avaliadas (1:20; 1:10; 1:6,7), respectivamente.

Figura 4.3: Remoc&o dos principais componentes da biomassa na razdo 1:20 no PTH seguido ou ndo
de deslignificacéo.
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A Figura 4.3 mostra que a deslignificacdo promoveu remocao consideravel de
lignina: 64,24% na condigéo de 1:20 no PTH+ 25°C no PTA e 62,64% na condicdo de 1:20
no PTH+ 65°C no PTA, frente a 47,26% na condi¢cdo onde ocorreu apenas o PTH. A remocéo
de hemicelulose ap6s PTA praticamente ndo se alterou comparando-se com a condi¢do onde
ocorreu apenas PTH. Isso se deve ao fato de que além de o PTA ndo apresentar a
caracteristica de remogdo da fracdo hemiceluldsica, é notavel que bastante hemicelulose foi
removida no PTH, diminuindo de forma expressiva o percentual remanescente de
hemicelulose passivel a remogdo por PTA. Ja em termos de celulose, houve perda
consideravel, o que ndo é desejado. 43,37% de perda de material celulésico foi detectada na
condigéo de 1:20 no PTH+25°C no PTA e 36,78% na condicdo de 1:20 no PTH+65°C no
PTA. No ensaio onde ocorreu somente PTH houve remogédo de apenas 8,08% de celulose.
Para essa razdo Mpana seca/Vagua CONClUi-se, portanto, que a deslignificagdo ndo se mostrou
eficiente visto que removeu parte da lignina, porém promoveu severa perda de celulose.

Figura 4.4: Remoc&o dos principais componentes na razéo 1:10 no PTH seguido ou néo de deslignificacao.
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A Figura 4.4 apresenta 0s percentuais de remo¢do dos 3 componentes
principais da biomassa lignocelulésica na condicdo de 1:10 no PTH seguido ou ndo de
deslignificagdo. Analisando seus resultados, nota-se que 66,81% da lignina foi removida no
ensaio onde ocorreu PTH+PTA, frente a 35,78% no ensaio onde ocorreu apenas o pre-
tratamento hidrotérmico (PTH). Maior percentual de remocdo de hemicelulose também foi
encontrado para o ensaio seguido de deslignificagédo: 92,57%, frente a 86,74% no ensaio onde
foi realizado apenas PTH. A perda de material celuldsico foi de 32,42% na condi¢do de

PTH+PTA e de 13,93% na condicdo onde ocorreu apenas PTH.
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Figura 4.5: Remocé&o dos principais componentes na razéo 1:6,7 no PTH seguido ou ndo de deslignificacéo.
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Ao avaliar 0s ensaios que ocorreram com a razéo de 1:6,7 no PTH, observa-se
(Figura 4.5) que o ensaio a 1:6,7 no PTH e 25°C no PTA promoveu remocao de 58,63% de
lignina; ja o ensaio a 1:6,7 no PTH e 65°C, promoveu 65,43% de remocdo de lignina, frente a
26,06% no ensaio em que ocorreu apenas o pré-tratamento hidrotérmico. Da mesma forma
gue na condicdo de 1:20, a remocdo de hemicelulose adicional ndo foi expressiva quando
comparada com a condicdo onde ocorreu apenas o PTH. Em termos de celulose, a perda
detectada para as condigdes que sofreram pré-tratamento alcalino foi mais branda
comparando-se com a condi¢do de 1:20: 17,18% para 0 ensaio a 1:6,7 no PTH e 25°C no PTA
e 21,56 % para o ensaio a 1:6,7 no PTH e 65°C. Na condicdo onde ocorreu apenas o PTH,

houve perda de 11,03% de celulose.

4.3.3 Hidrolise enzimética

Apds os pré-tratamentos, todas as fracdes solidas geradas foram submetidas a
hidrolise enzimaética para verificar, em termos de conversdao de celulose em glicose, as
condigdes de maior potencial de producdo de etanol de segunda geracdo. Os resultados sdo
apresentados nas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8.
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Figura 4.6: Conversao de celulose em glicose durante 72 horas de hidroélise enzimatica realizada
com biomassa pré-tratada na razédo palha-agua 1:20 para o PTH e 1:20 para os PTH + PTA.
Experimentos de hidrolise realizados com carga de sélidos de 15% m/v.
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Nota-se pela Figura 4.6 que as conversdes obtidas com razdo palha-4gua de

1:20 no PTH, seguido ou ndo de tratamento alcalino, apresentaram perfis semelhantes; a

conversdo de celulose em glicose se elevou ao longo do tempo reacional de 72 horas. A

biomassa que foi submetida ao pré-tratamento PTH + PTA a 65°C foi a que demonstrou

menor conversdo ao longo das 72 horas de hidrélise enzimatica, 82,49%. Este resultado foi

bem proximo daquele em que se empregou biomassa submetida apenas ao PTH, 86,79%. A

biomassa que apresentou maior conversdo foi a que sofreu PTH seguido de PTA a 25°C,
alcancando 93,19%.

Esperava-se que as biomassas submetidas a deslignificacdo apresentassem
maiores conversfes na etapa de hidrolise, visto que a presenca da lignina dificulta o acesso
das enzimas a celulose. Porém esse resultado ndo foi constatado para todos os ensaios
realizados neste trabalho.

A Figura 4.7 mostra que maior conversdo na hidrolise foi alcangada no ensaio
em que a biomassa foi submetida apenas ao PTH: 83,72%, frente a 75,01% (média da
triplicata) da biomassa submetida ao pré-tratamento PTH+PTA.
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Figura 4.7: Conversao de celulose em glicose durante 72 horas de hidrolise enzimatica com
biomassa pré-tratada na razao palha-agua 1:10 no pré-tratamento hidrotérmico (PTH) e 1:10 no
PTH+PTA. Experimentos de hidrdlise realizados com carga de sélidos de 15% m/v.
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A Figura 4.8 indica perfil semelhante a condicdo de 1:20 no PTH. Para o
ensaio de PTH+PTA a 65°C, foi detectada a menor conversdo entre os ensaios realizados
(69,73%). O ensaio em que se empregou biomassa submetida aos pré-tratamentos PTH+PTA
a 25°C apresentou 73,23% de conversao. Ja 0 ensaio onde a biomassa sofreu apenas o pré-

tratamento PTH, a conversdo foi de 85,36%, a maior entre as avaliadas na razdo 1:6,7 no
PTH.

Figura 4.8: Conversao de celulose em glicose durante 72 horas de hidrdlise enzimatica com biomassa pré-
tratada na razdo palha-agua 1:6,7 no pré-tratamento hidrotérmico (PTH) e 1:6,7 no PTH+PTA.
Experimentos de hidrolise realizados com carga de sdlidos de 15% m/v.
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Nota-se que, de forma geral, as biomassas submetidas apenas a PTH
apresentaram maior conversdo na etapa de hidrélise. Esse fato pode ser atribuido a eficiéncia
da enzima utilizada, convertendo de forma eficiente a celulose em glicose apds o PTH, ainda
que na presenca de maior teor de lignina (para as biomassas que ndo sofreram PTA). Portanto,
em analogia aos ensaios que ndo sofreram deslignificacdo, ndo houve divergéncia
significativa entre os seus resultados e os resultados obtidos apds etapa de deslignificacgdo,
Visto que nos ensaios em que a biomassa ndo sofreu tratamento alcalino foram obtidos
rendimentos similares. Viikari, Vehmaanpera e Koivula (2012) afirmaram que a hidrolise
mostra-se significativamente melhorada apos PTH, a despeito da presenca da lignina, efeito

que esteve em acordo com os resultados obtidos nesse trabalho.

A literatura relata ainda que a fracdo de lignina, ao ser submetida a elevadas
temperaturas, pode sofrer um processo denominado recondensacéo, sucedido quando a lignina
se precipita gerando assim a chamada pseudo-lignina, que apresenta um efeito ainda mais
negativo sobre os carboidratos que a prépria lignina intrinseca a biomassa. Esse efeito
caracteriza-se por aumentar a reatividade da lignina remanescente e assim dificultar o
aproveitamento dos acUcares pela enzima aplicada posteriormente na etapa de sacarificacdo
(BORREGA; NIEMINEN; SIXTA, 2011; LESCHINSKY; SIXTA; PATT, 2009;
LESCHINSKY et al., 2008). Em face dos resultados obtidos na hidrolise enzimatica, sugere-
se que essa consequéncia negativa foi detectada nos ensaios que sofreram deslignificacéo.

4.3.4 Andlise estatistica

A Tabela 4.6 apresenta a matriz do planejamento experimental realizado, com

todas as combinacdes entre os fatores e os resultados obtidos para as variaveis-resposta.
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Tabela 4.6: Matriz de planejamento fatorial e as variaveis-resposta.

Variavel Variavel
Variavel 1: Razao Variavel 2: Resposta:
. Resposta: x
Ensaios Mpalha secal Vagua NO Temperatura do Conversdo de
Teor de celulose
PTH (%) PTA (°C) corrigido* (%) celulose em
g ° glicose (%)
1 1:20 (-) 25(-) 19,70 93,19
2 1:6,7 (+) 25(-) 28,80 73,23
3 1:20 (-) 65(+) 21,99 82,49
4 1:6,7 (+) 65(+) 27,28 69,73
5 1:10 (0) 45(0) 23,10+0,06 74,90+0,14
6 1:10 (0) 45(0) 23,20+0,06 75,29+0,14
7 1:10 (0) 45(0) 22,98+0,06 74,84+0,14

*corrigido pelo rendimento méssico do PTH

Observa-se na Tabela 4.6 que maiores teores de celulose foram encontrados
COm a Maior razéd0 Mpaha seca/Vagua N0 PTH (ensaios 2 e 4). Ja com relagdo a variavel resposta
conversao de celulose em glicose, o ensaio 1, no qual a razéo no PTH foi de 1:20, apresentou
maior conversdo. A Figura 4.9 apresenta os graficos de pareto para as duas variaveis-resposta
avaliadas.

Figura 4.9: Graficos de Pareto para as duas variaveis-resposta avaliadas (teor de celulose e conversao de
celulose em glicose).

teor de celulose corrigido conversdo de celulose em glicose
(1)razA0 My gy sacaVagus N0 PTH 7.0275{ (1)8ZA0 Mygy sacsVigua N0 PTH z 464677
1by2 -1,86066 (2)emperatura do PTA 201663
(2)temperatura do PTA 3760382 1by2 J1 022516
p=1 p=.1

Apenas a variavel razdo Mpana seca/ Vagua NO PTH mostrou-se significativa,
dentro da faixa estudada, a um nivel de 90% de confianga. As Equacdes 4.8 e 4.9 apresentam
os coeficientes do modelo matematico, levando-se em conta apenas o fator significativo. A
variavel-resposta “teor de celulose corrigido (c)” é representada pela Equagdo 4.8 e a

variavel-resposta “conversao de celulose em glicose (g)” esta representada na Equacao 4.9. O
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“X” em ambas as equagdes indica a razdo Mpaiha secal Vagua N0 PTH (valores ndo codificados).

Ambas as equacdes apresentaram coeficiente de determinacéo ajustado (R?) = 1.

c=11,95+115%*x (4.8)

g =110,11-2,45* X (4.9)

A analise de variancia para a variavel-resposta ‘teor de celulose corrigido’
aponta que o fator F (teste de significancia que relaciona a média quadratica da
regressao/média quadréatica do residuo) calculado foi 9,83 vezes maior que o valor F tabelado,
a um nivel de 90% de confianga. Ja para a varidvel resposta ‘conversdo de celulose em
glicose’, o F calculado foi 4,95 vezes superior ao valor F tabelado, indicando ajuste dos dados
ao modelo linear (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001; RODRIGUES; LEMMA, 2009).

A partir da Figura 4.9 e das Equacbes 4.8 e 4.9, nota-se que com relacdo as
duas variaveis-resposta, 0 modelo ajustou-se bem aos dados experimentais. Por analise da
variavel ‘teor de celulose corrigido’ na Figura 4.9, o fator ‘razdo mpaiha seca/Vagua N0 PTH’
apresentou-se estatisticamente significativo a um nivel de 90% de confianca, indicando que
maiores teores de celulose sdo encontrados em elevadas razbes palha/agua. Com relacdo a
variavel ‘conversdo de celulose em glicose’, o mesmo fator da variavel-resposta anterior
(porém com efeito inverso), razdo Myaiha secaVagua NO PTH, apresentou-se significativo dentro
da faixa estudada, indicando que maior conversao de celulose em glicose foi alcancada ao se

trabalhar no nivel inferior desse fator.

Para ambas as varidveis-resposta estudadas, os demais fatores (temperatura do
PTA e a interacdo entre os dois fatores) ndo se mostraram significativos dentro da faixa
estudada. Possivel explicacdo estd associada aos niveis de temperatura empregados no PTA,
gue podem ndo ter sido suficientes para provocar efeito significativo nas variaveis-resposta

avaliadas.

O estudo de pardmetros operacionais associados a etapa de pré-tratamento da
palha de cana-de-aclcar apresentado neste trabalho mostrou-se util para elucidar o

comportamento da biomassa lignocelulosica estudada durante o pré-tratamento hidrotérmico
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seguido de deslignificacdo. Foi possivel constatar que a hidrdlise enzimética ndo foi
melhorada apds o pré-tratamento alcalino, logo, diante da elevada eficiéncia do pré-
tratamento hidrotérmico identificada no estudo, custos operacionais concernentes a etapa
alcalina podem ser descartados. Dessa forma, a producéo de etanol 2G pode ser otimizada em

termos econdmicos sem causar prejuizos relacionados a conversdo de celulose em glicose.

4.4 Considerac0es finais

Tendo em vista que o pré-tratamento € uma etapa fundamental no processo de
producdo do etanol de segunda geracdo, torna-se importante estudar essa etapa com objetivo

de otimizar as condigdes operacionais empregadas.

O trabalho avaliou o emprego de diferentes razdes palha/agua no pré-
tratamento hidrotérmico (1:20; 1-10; 1:6,7), bem como diferentes temperaturas no pré-
tratamento alcalino (25; 45; 65 °C), com realizagdo de experimentos de sacarificagdo
enzimatica para todas as biomassas submetidas tanto ao pré-tratamento hidrotérmico (PTH)
guanto aos pré-tratamentos sequenciais, hidrotérmico e alcalino (PTH+PTA). O estudo
mostrou que a etapa de deslignificacdo alcalina ndo promoveu efetiva melhora na converséao
de celulose em glicose, o que ndo justifica sua realizacdo. Porém o pré-tratamento
hidrotérmico mostrou-se promissor, alcancando conversdes na etapa de hidrélise acima de
85%.

O planejamento experimental mostrou que o fator raz&o Mpaia seca/Vagua N0 PTH
se apresentou estatisticamente significativo dentro da faixa estudada, indicando que maior
teor de celulose foi obtido ao se trabalhar no nivel superior desse fator. Efeito inverso, porém,
foi detectado para a variavel-resposta conversdao de celulose em glicose, visto que maior

conversdo foi obtida ao se trabalhar no nivel inferior do fator raz&o Mpaina seca/Vagua N0 PTH.

Levando-se em conta os resultados apresentados nesse capitulo, optou-se
portanto por dar sequéncia aos experimentos dessa tese empregando-se apenas O pré-
tratamento hidrotérmico (sem a etapa de deslignificacdo, visto que essa ndo se mostrou

eficiente nas condi¢Ges empregadas), com carga de solidos de 10 % m/v.
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CAPITULO 5 - UM MODELO CINETICO PARA O PRE-TRATAMENTO
HIDROTERMICO DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR

Este capitulo apresenta os modelos cinéticos propostos para a extracdo da
celulose e hemicelulose durante o pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana de aclcar. A
biomassa foi tratada nas temperaturas de 180, 195 e 200 °C, usando-se uma razéo
solido/liquido de 1:10 m/v. Neste estudo, celobiose, glicose, &cido fdérmico e
hidroximetilfurfural (da fracdo celul6sica) e xilose, arabinose, acido aceético, acido
glucurdénico e furfural (da fracdo hemiceluldsica) foram levados em consideracdo na
determinacdo dos parametros cinéticos. O algoritmo de busca global Simulated Annealing foi
usado para ajustar os modelos. A 195 °C/15 min, atingiu-se remocao de 85% de hemicelulose
e 21% de celulose. Observou-se que as regides de confianca podem ser amplas, o que é
coerente com o fato de que os parametros estdo altamente correlacionados. Os modelos
cinéticos propostos para a degradacdo da fracéo celuldsica e hemicelulésica se adequaram aos
dados experimentais.

5.1 Introdugéo

A utilizacdo de biomassas lignocelul6sicas como fontes renovaveis de agucares
fermentesciveis apresenta um caminho promissor para aumentar a producdo de combustivel,
biomateriais e uma variedade de produtos quimicos. Além disso, 0 uso desses materiais evita
a concorréncia com a industria alimenticia e ndo hd necessidade de expansdo de areas
cultivadas (ZHUANG et al., 2009; PARISUTHAM et al., 2014; PEREIRA et al., 2015).
Neste contexto, o Brasil € notavel em fazer progresso no sentido de substituir os combustiveis
fésseis por combustivel sustentavel (etanol), tendo em vista que esse pais € 0 maior produtor
mundial de cana-de-agUcar. Na safra 2016/2017, foram processados 651,8 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar, o que resultou em uma producdo de cerca de 27,2 bilhGes de
litros de etanol (anidro e hidratado) e 38,7 milhdes de toneladas de aguicar (CORREA et al.,
2016; UNICA, 2017). Também estima-se que, para cada tonelada de cana processada, 140 kg
de palha em base seca (SAAD et al., 2008) seja gerado, 0 que resulta na safra 2015/2016, em

uma producéo de 93,3 milhdes de toneladas de palha.
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A palha de cana-de-actcar € um dos residuos agricolas mais abundantes e
expressivos do processamento da cana-de-agUcar. Geralmente, é usada para cobertura do
campo ou pode ser queimada em industrias para fornecer energia. Esse residuo é composto de
celulose (34-43%), hemiceluloses (23-38%, principalmente xilanas), lignina (11-25%) e
pequenas quantidades de compostos extrativos e inorganicos (OLIVEIRA et al., 2014,
PRATTO et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

Devido a complexa estrutura da biomassa lignocelulésica, uma etapa de pré-
tratamento € essencial para romper parcialmente a estrutura recalcitrante, diminuir as barreiras
fisicas e aumentar a acessibilidade da celulose na etapa de hidrélise por celulases. Portanto, o
pré-tratamento € um dos mais importantes estagios para o processo de producdo de etanol
lignoceluldésico (SHEN AND WYMAN, 2011; VARGAS et al., 2015). Diversos estudos
mostram que o0 pré-tratamento hidrotérmico é particularmente interessante devido a ser uma
tecnologia ambientalmente amigavel, uma vez que o Unico solvente é a agua quente sob alta
pressdo (150-240 °C; 1-3,5 MPa), eliminando problemas com corrosdo e custos operacionais
(BOUSSARSAR et al., 2009; SILVA et al., 2011; DA CRUZ et al., 2012; XIAO et al., 2013;
ABDULLAH et al., 2014).

Durante o pré-tratamento hidrotérmico, também chamado de auto-hidrolise ou
pré-tratamento com agua quente, a degradacdo da fracdo hemicelulésica ocorre através de
reacOes catalisadas por hidrénios. Os ions hidrénios da auto-ionizacdo da agua catalisam a
reacdo, quebram as ligacdes de acetil e liberam acetato a partir da hemicelulose. Como
resultado, &cido acético € formado. Essa degradacdo ocorre seletivamente e facilita a remogéo
dos monossacarideos e oligossacarideos das hemiceluloses, deixando as fracfes de celulose e
de lignina com pequenas alteracdes (GARROTE et al., 2001; JIANG and XU, 2016).

O bagaco e a palha de cana-de-agucar apresentam diferencas em sua natureza
fisica e na composicdo quimica (MOUTTA et al., 2013; DEL RIO et al., 2015). Essas
diferencas resultam em comportamento diferente durante a etapa de pré-tratamento. Portanto,

as condicdes do pré-tratamento devem ser otimizadas para cada residuo.

O estudo sistematico de cada etapa no desenvolvimento de tecnologias para o
processamento adequado de subprodutos da cana-de-agucar (bagaco e palha) € um meio
importante para producdo de etanol lignoceluldsico. Na etapa do pré-tratamento, a utilizacdo

de modelos matematicos € muito Util. Eles podem ajudar a encontrar condi¢Ges Otimas
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(temperatura e tempo reacionais), as quais resultam em concentracdes de acUcar elevadas e
baixa concentracdo de inibidores das etapas de hidrdlise/fermentacdo. Eles representam uma
ferramenta muito atil para otimizacdo e aumento de escala de processos (PRUNESCU et al.,
2015). Ademais, € desejavel que um modelo cinético proporcione compreensao fundamental
para descrever as mudangas que ocorrem na fracdo celuldsica e hemicelulésica submetidas a
hidrélise (como uma funcdo da condicdo do pré-tratamento), a0 mesmo tempo em que nao

seja demasiadamente complexo (PRATTO et al., 2016).

Considerando-se a aplicacdo do pré-tratamento hidrotérmico, varios modelos
foram propostos na literatura para a degradacdo de hemicelulose de madeira, gramineas e
bagaco de cana-de-acucar (GARROTE et al., 2001; AGUILAR et al., 2002; CARVALHEIRO
et al., 2004; MITTAL et al., 2009a; SANTUCCI et al., 2015; VALLEJOS et al., 2015). Por
outro lado, poucos modelos séo apresentados para explicar a degradacdo da fracdo celulésica
com ajuste satisfatorio (GULLON et al., 2010; BORREGA et al., 2011). Ademais, trabalhos
sobre a cinética das reacdes de auto-hidrolise da palha de cana-de-agucar, levando em conta as

fracOes celuldsica e hemicelulésica, ndo foram encontrados na literatura.

Dessa forma, este capitulo apresenta um modelo cinético semi-mecanistico
para a degradacdo hidrotérmica da palha de cana-de-aglcar em batelada, considerando as
fracbes celul6sica e hemiceluldsica. Os experimentos foram realizados em diferentes
condicdes de pré-tratamento para obter dados dos perfis de degradacdo da palha de cana-de-
acucar sob pré-tratamento hidrotérmico. Esses dados foram utilizados para o ajuste do modelo
cinético desenvolvido aqui, uma vez que o comportamento cinético da degradacdo da celulose
e hemicelulose € afetado pela composicéo especifica e pelas caracteristicas da palha da cana-
de-acucar. O modelo proposto leva em consideracdo uma sequéncia de reagdes irreversiveis
da hemicelulose e celulose em oligbmeros, mondmeros, furanos e produtos de degradacéo,
considerando-se cinética de primeira ordem com dependéncia de temperatura de acordo com
Arrhenius. Além do mais, para 0 modelo proposto nesse trabalho foi considerado que ndo ha
limitagdes por difusdo. Esse modelo foi validado com dados experimentais e analise
estatistica. Os modelos semi-mecanisticos proposto aqui ndo levam em consideragdo as
diferencas entre as fracGes de celulose cristalina e amorfa. O uso dos modelos semi-
mecanisticos & motivado devido a sua simplicidade e a menor necessidade de informagdes
experimentais para descrever a etapa de pré-tratamento (por exemplo, difracdo de raios-X

para medicGes de cristalinidade). Dessa forma os modelos semi-mecanisticos podem
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identificar caracteristicas essenciais do pré-tratamento. A aplicacdo de modelos dentro de uma
estrutura de engenharia de biorreatores tem sido em sua maioria baseada em abordagens semi-

mecanisticas.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Matéria-prima

Conforme descrito no item 4.2.1.

5.2.2 Composicao da material-prima

A matéria-prima foi caracterizada, com relacdo a sua composi¢do quimica, de
acordo com os procedimentos analiticos descritos por Sluiter et al. (2008a), modificado por
Rocha et al. (1997) e validado por Gouveia et al. (2009).

5.2.3 Pré-tratamento hidrotérmico (PTH)

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado em um reator de aco inoxidavel
(modelo 4584, Parr Instrument Company, Moline, Illinois, EUA) equipado com agitador,
aquecedor e controle de temperatura. As amostras de palha de cana-de-aclcar (moidas a um
tamanho de 10 mesh) foram misturadas com agua destilada em um razdo solido/liquido de
1:10 m/v dentro do reator. As reacdes ocorreram nas temperaturas de 180, 195 e 210 °C e
cada temperatura foi avaliada até um tempo de reacéo total de 40 min. O sistema foi agitado a
200 rpm. Amostras do licor do pré-tratamento foram obtidas em 0, 5, 10, 15, 20, 30 e 40
minutos e foi determinado o teor de seus componentes organicos. Quando a reacéo finalizou,
o reator foi resfriado até 40 °C. O solido foi separado da fracéo liquido por filtracdo. A fragédo

solida foi lavada com agua para remover 0s componentes solUveis, até atingir o pH neutro. A
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fracdo liquida (chamada de licor do pré-tratamento) foi caracterizada por analise

composicional.

5.2.4 Andlise do licor de pré-tratamento

Os licores do pré-tratamento (LP) foram analisados de acordo com o
procedimento padrdo do National Renewable Energy Laboratory’s (NREL), descrito por
Sluiter et al. (2008b). A determinacdo de acucares totais da hemicelulose e celulose foi
realizada por p6s-hidrolise de 5 mL do licor de pré-tratamento com 174 uL de H,SO4 72%
(v/v), autoclavados a 121 °C durante 1 h em tubos de ensaio. Os licores hidrolisados do pre-
tratamento (LHPs) e licores ndo hidrolisados do pré-tratamento (LPs) foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacdo de carboidratos, acidos
organicos, furfural e hidroximetilfurfural (HMF). O teor de oligbmeros foi calculado como a
diferenca entre os conteddos de monémeros da hemicelulose e celulose contido nos LHPs e
LPs. A fracdo de hemicelulose foi estabelecida como a soma do teor de arabinose, Xxilose,
acido acético, acido glucurénico e furfural, corrigido pelo fator estequiométrico para a
conversdao de cada componente citado em hemicelulose. A celulose foi determinada como a
soma da celobiose e glicose e seus produtos de degradacdo (acido formico e HMF), corrigido

pelo fator estequiométrico correspondente (GOUVEIA et al., 2009).

5.2.5 Modelo cinético e ajuste dos dados

Para explicar a degradacdo dos carboidratos durante o pré-tratamento, modelos
cinéticos foram desenvolvidos, baseados nos resultados experimentais. As equacfes semi-
mecanisticas de primeira ordem foram usadas para ajustar os perfis de concentracdo (para
cada temperatura operacional considerada nesse estudo). Elas foram usadas para a solugéo
numerica das equacdes diferenciais que descrevem a degradacédo da celulose e hemicelulose

em batelada com o tempo.

88



Foram realizados procedimentos de ajuste (e andlise estatistica) para a
modelagem da celulose e hemicelulose usando um algoritmo de busca global, Simulated
Annealing (KIRKPATRICK; GELATT; VECCH, 1983), implementado no software in-house
para compilador MatLab (versdo R2016b, MathWorks®). Apos os ajustes dos parametros, o
conjunto de equacdes diferenciais foi resolvido por um método adaptativo de equacGes
diferenciais ordinarias (Runge—Kutta de 42 ordem), desenvolvido no Scilab®, apenas para fins

de apresentacdo.

5.3 Resultados e discussao

A composicdo quimica da palha de cana-de-agUcar in-natura utilizada neste
trabalho apresentou: 34,8% (£ 0,2) de celulose, 23,0% (£ 0,2) de hemicelulose, 24,1% (+ 0,5)
de lignina, 14,9% (£ 0,4) de extrativos e 7,1% (+ 0,4) de cinzas. Os compostos dos licores
foram glicose (mais celobiose), xilose, arabinose, &cido férmico, acido acético, acido
glucurénico,  furfural,  hidroximetilfurfural,  glicooligbmeros,  xilooligdmeros e

arabinooligbmeros.

As composicdes das fragbes liquidas extraidas em diferentes tempos e para
cada temperatura sdo mostradas nas Tabelas 5.1-5.3. Como esperado, o pré-tratamento
hidrotérmico da palha da cana-de-agucar teve pouco efeito sobre a hidrolise da celulose. Uma
pequena fracdo de glicanas foi hidrolisada durante o pré-tratamento em todas as temperaturas
avaliadas. A concentracdo maxima de glicooligbmeros identificada ao longo do tempo de
reacdo foi de 1,02 g/L (a 195 °C e 10 min). No que diz respeito as xilanas, a 180 °C, obteve-se
12,25 g/L de xilooligbmeros (a 30 min), a 195 ° C, 11,12 g/L (a 15 min) e a 210 °C, 7,07 g/L
(a5 min). Em todos os ensaios, a concentracao de xilooligdbmeros diminuiu ap6s os tempos de
concentra¢do maxima acima mencionados, devido a sua degradacdo progressiva (Tabelas 5.1-
5.3).
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Tabela 5.1: Composicao dos licores extraidos em diferentes tempos do pré-tratamento hidrotérmico a 180

°C (g/L).

Tempo (min) 0 5 10 15 20 30 40
(+<:Gezlli;:é)is()ese) 0,6 1,91 2,06 2,22 2,25 2,49 2,64
Xilose 0,56 1,13 1,11 1,38 1,03 1,28 2,03
Arabinose 0,15 0,96 0,98 0,37 1,17 1,03 1,01
Acido Férmico 0 0,44 0,47 0,50 0,82 0,90 0,94
Acido Acético 0 0,29 0,35 0,40 0,49 0,68 0,90
Acido Glucurénico 0 0,23 0,3 0,38 0,40 0,97 2,86
HMF 0,01 0,07 0,08 0,07 0,09 0,15 0,18
Furfural 0,02 0,11 0,13 0,14 0,22 0,39 0,90
Glicooligdbmeros 0,44 0,45 0,39 0,40 0,32 0,26 0,17
Xilooligbmeros 0,57 4,47 5,52 7,03 10,27 12,25 11,91
Arabinooligbmeros 0,35 0,67 0,78 0,80 0,89 1,06 0,63

Tabela 5.2: Composicao dos licores extraidos em diferentes tempos do pré-tratamento hidrotérmico a 195

°C (g/L).

Tempo (min) 0 5 10 15 20 30 40
(;'Iiggissse) 1,16 2,04 2,26 2,51 2,45 2,13 1,12
Xilose 1,12 1,39 1,92 2,91 3,71 4,93 3,47
Avrabinose 0,27 0,92 0,96 1,10 0,97 0,82 0,36
Acido formico 0 0,64 1,10 1,37 1,72 1,95 0,89
Acido Acético 0,13 0,45 0,80 1,08 1,23 1,66 1,53
Acido Glucurénico 0 0,51 2,40 3,88 4,72 3,79 1,26
HMF 0,05 0,13 0,22 0,34 0,45 0,60 0,74
Furfural 0,28 0,28 0,64 1,37 2,38 3,97 531
Glicooligbmeros 0,64 0,97 1,02 0,43 0,21 0,10 0,11
Xilooligbmeros 1,45 6,48 9,66 11,12 5,43 3,39 0,65
Arabinooligbmeros 0,22 0,70 0,91 0,36 0,11 0,47 0,05
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Tabela 5.3: Composicao dos licores extraidos em diferentes tempos do pré-tratamento hidrotérmico a 210

°C (g/L).

Tempo (min) 0 5 10 15 20 30 40
(élli;fis;se) 2,12 2,44 1,38 1,18 0,86 0,82 0,51
Xilose 1,47 4,04 4,16 1,09 0,58 0,57 0,37
Arabinose 0,43 0,86 1,15 1,06 0,35 0,31 0,27
Acido Férmico 0,78 1,87 2,12 2,38 2,36 1,98 1,75
Acido Acético 0,58 1,44 2,00 2,21 2,05 1,70 1,55
Acido Glucurénico 1,81 4,17 2,05 0,47 0,45 0,42 0,34
HMF 0,49 0,48 0,75 1,17 1,20 1,01 0,98
Furfural 2,74 2,72 5,07 5,40 4,77 4,33 3,79
Glicooligdbmeros 0,10 0,25 0,62 0,60 0,51 0,29 0,30
Xilooligbmeros 4,73 7,07 0,94 0,22 0,24 0,12 0,22
Arabinooligbmeros 0,17 0,23 0,05 0,03 0,03 0,01 0,12

Foi obtida remocao significativa de hemiceluloses a 195 °C e 15 min. Sob esta
condicéo, foram atingidos 85% de remocgé&o de hemicelulose e 21% de remocéo de celulose.
Santucci et al. (2015) relataram 94,5% de remocéo de hemicelulose a 190 °C e 67 min. Yu et
al. (2013) alcangaram 85% de remocdo de xilana em seus estudos com bagaco de cana-de-
acucar pré-tratamento hidrotermicamente a 180 °C durante 30 min. Em condi¢bes mais
severas (195 °C e 40 min e 210 °C e 15 min), a concentracdo de furfural atingiu 5,31 e 5,40
g/L, respectivamente. A 210 °C, a concentracdo de furfural diminuiu apdés 15 minutos,
indicando a sua degradacéo (Tabelas 5.1-5.3).

5.3.1 Cinética de solubilizacéo

Trabalhos anteriores estudaram o processo de hidrotermélise de biomassas
lignoceluldsicas, indicando que a hidrdlise de celuloses e hemicelulose leva a oligbmeros de
acucares, que atuam como intermediarios da reacdo para gerar monémeros de acUcar e
produtos da degradacdo dos aglcares (GARROTE et al., 2002; MITTAL et al., 2009b; LAU
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etal., 2014).

O primeiro modelo utilizado com sucesso para determinar a cinética da
hidrélise de materiais lignocelulésicos foi proposto por Saeman (1945). Este modelo
considera uma rea¢do em uma Unica etapa de carboidratos e foi desenhado somente para a

hidrolise da celulose, em acido sulfurico diluido a alta temperatura.

Quanto a fracdo hemicelulésica, Conner (1984) propds um esquema para
explicar o comportamento bifasico da hidrélise da xilana. Este modelo considera a presenca

de hidrolise réapida e lenta.

Pronyk and Mazza (2010) propuseram um modelo que descreve a hidrolise da

hemicelulose em xilooligdmeros antes da formacao de aglicares monoméricos.

Borrega et al. (2011) desenvolveram modelos cinéticos para explicar a
degradacdo da xilana e glicana da madeira de bétula durante uma extracdo hidrotérmica. Os
modelos assumem uma sequéncia de reacdes de primeira ordem incluindo mais de um
produto de degradacdo. Quanto as hemiceluloses, XN1 e XN2 representam as fracdes da
degradacdo rapida e lenta da xilana; XOS e X representam xilooligbmeros e monémeros de
xilose no extrato liquido; F e DPx representam furfural e outros produtos da degradagdo na
extrato, respectivamente. Quanto a fracdo celuldsica, GN1 e GN2 representam fracGes da
degradacdo de glicana rapida e lenta. GOS sdo os glicooligossacarideos; G corresponde a
glicose; HMF é hidroximetilfurfural; DPx representa produtos secundarios de degradacdo nao

identificados.
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Estes modelos cinéticos sao apresentados da seguinte forma:
Modelo 1: Hidrolise da celulose (Saeman 1945)

Celulose —— Glicose — Produtos de decomposicéo
Modelo 2: Hidrolise da hemicelulose rapida e lenta (Conner1984)

Hemicelulose de hidrdlise rapida
\ Xilose —— Produtos de decomposicéo

Hemicelulose de hidrolise lenta

Modelo 3: Hidrolise da hemicelulose em xilooligbmeros antes da formacéo de

mondmeros (Pronyk and Mazza 2010)

Produtos de

Hemiceluloses — Oligdmeros — Aclicares ——> .
decomposicao

Modelo 4: Hidrolise da celulose e hemicelulose, incluindo mais de uma formacao de

produtos de degradacdo (Borrega et al. 2011)

Hidrolise da hemicelulose:

Hidrolise da celulose:

DP,

GOS > G » HMF
GN, —"
Ko lkg Ko lkS
|
DPs DP, DP;
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Ademais, a literatura (BORREGA et al., 2011; ZHANG et al., 2013; LAU et
al., 2014; VALLEJOS et al., 2015) afirma que a remocao rapida de furfural e HMF da
hidrolise acida pode formar compostos ricos em carbonos, que sdo livremente denominados

como huminas.

Uma vez que o estudo cinético do pré-tratamento hidrotérmico da palha de
cana-de-acucar, levando em conta as fracGes celulosica e hemicelulosica, ndo foi encontrado

na literatura, este trabalho preenche essa lacuna.

A Fig. 5.1 apresenta 0 esquema de reacdo considerado neste trabalho para
explicar a degradacdo das fracdes de hemicelulose e celulose da palha de cana-de-agucar,

durante o pré-tratamento hidrotérmico em batelada.

Figura 5.1: Degradacéo das fracdes (a) hemicelulésica e (b) celulésica da palha de cana-de-agucar
propostas neste trabalho.
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Fonte: Acervo do autor (2016).
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5.3.2 Cinética de solubiliza¢do hemiceluldsica

De acordo com o esquema geral proposto na Fig. 5.1 (a), a degradacdo da

fracdo hemicelulosica durante o pré-tratamento hidrotérmico pode ser descrita como:

Hemicelulose (H) K, K Furfural (F)
l . \ / l .

Mondmeros (My)

Xilooligdbmeros (XOS) ~ ks ks Produtos da degradagdo (D)

Assumindo uma sequéncia de reacGes de primeira ordem, o esquema proposto

para a degradacédo da fracdo hemicelul6sica pode ser expresso pelas Eg. 5.1 a 5.5:

d(H)/dt = —(k; + k;) - H (5.1)
d(X0S)/dt = k, - H — k3 - XOS (5.2)
d(My)/dt = ky - H + k3 - XOS — (k4 + ks) - My, (5.3)
d(F)/dt = ks - My — kg - F (5.4)
d(D)/dt = ks - My + k¢ - F (5.5)

onde: k; a kp representam as taxas de solubilizacdo para a fracdo hemicelulésica em
mondmeros e xilooligdbmeros, respectivamente, ks é a taxa de solubilizacdo de xilooligdmeros
em monodmeros, Kk, é a taxa de transformacdo de mondmeros de xilose em furfural, e ks e kg
representam as taxas de solubilizacdo de xilose e furfural em produtos finais de degradacao,

respectivamente.

A Fig. 5.2 apresenta os dados experimentais e as previsdes do modelo ajustado

para a degradacdo da fracdo hemicelulosica, formagdo e consumo de xilooligdbmeros,
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monémeros e furfural durante o pre-tratamento hidrotérmico. O modelo cinético foi ajustado

para 0s dados experimentais levando em conta as Eqs. 5.1 a 5.4.

Figura 5.2: Perfil da (a) degradacéo da hemicelulose, (b) formacéo e consumo de xilooligbmeros, (c)
mondmeros e (d) furfural durante o pré-tratamento hidrotérmico. Os simbolos correspondem as
observac0es experimentais e as linhas correspondem ao modelo cinético proposto para as temperaturas
de 180 °C (diamante azul), 195 °C (circulo vermelho) e 210 °C (asterisco preto).
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Os produtos finais de degradacéo da fracdo hemicelul6sica sdo principalmente
formados pelos &cidos acético e glucurdnico, huminas, entre outros compostos néo
identificados. Nesse trabalho, somente foi possivel a quantificagdo dos acidos organicos. Essa

foi a razdo pela qual a Eqg. 5.5 n&o foi usada para ajudar o modelo.

O modelo cinético da fracdo hemiceluldsica mostrou boa aderéncia aos dados

experimentais, indicando que pode representar matematicamente o processo. Os resultados da
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Fig. 5.2 (a) indicam que o pré-tratamento hidrotérmico foi efetivo na remocdo de
hemicelulose a 180 °C (78%), 195 °C (89%) e 210 °C (96%). O alto nivel de remocdo de

hemicelulose é uma caracteristica do pré-tratamento hidrotérmico (ALVIRA et al., 2010).

Os valores determinados para 0s parametros cinéticos sdo apresentados na

Tabela 5.4.
Tabela 5.4: Constantes cinéticas de taxa para a degradacao de hemicelulose.
Temgeé;‘t“ra ki (Umin) ko (Umin)  ke(Umin)  Kke(Umin) ks (Umin) ke (L/min)
180 0,0037 0,0353 0,0073 0,0097 0,0139 0,0043
195 0,0041 0,0988 0,0662 0,0316 0,0655 0,0047
210 0,0105 0,2143 0,2739 0,0730 0,1546 0,0317

Os resultados apresentados na Tabela 5.4 indicam que o pré-tratamento
hidrotérmico favorece a conversdo de hemicelulose em oligdbmeros a 180 e 195 °C, porque 0s
valores estimados de k, sdo os mais elevados em relacdo aos demais parametros. Estes
resultados estdo de acordo com o que foi relatado por Santucci et al. (2015), que estudaram a
auto-hidrolise da hemicelulose a partir do bagaco de cana-de-aglcar a 160-190 °C. Por outro
lado, a 210 °C, os resultados indicaram que a formacdo de mondmeros é favorecida, tendo em
vista que ks apresentou o maior valor. Este comportamento sugere que esta temperatura é alta
o suficiente para promover uma hidrolise rapida de oligbmeros em mondmeros. Além disso,
para todas as condi¢Oes experimentais, a formagdo de produtos finais de degradacdo de
mondmeros é mais rapida do que a formacdo de furfural (ks> k4). Borrega et al. (2011)
relataram comportamento similar. Além disso, a formacdo de mondmeros a partir da
hemicelulose e de produtos de degradacéo a partir do furfural apresentaram as menores taxas

cinéticas (k; e kg), para todas as temperaturas avaliadas.

Uma andlise geral da Tabela 5.4 mostra que as taxas de reacdo aumentam com
0 aumento da temperatura. Um aumento de 2,84 vezes na taxa de reacdo relacionada a
degradacdo de hemicelulose em mondmeros (ki) foi observado quando a temperatura foi
elevada de 180 para 210 °C. Além disso, a formag&o de xilooligbmeros, monémeros a partir
de oligdbmeros, furfural, produtos de degradacdo a partir de monémeros e produtos de
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degradacéo a partir de furfural a 210 °C foi 6,07; 37,52; 7,53; 11,12 e 7,37 vezes mais rapida
do que a 180 °C, respectivamente.

Todos estes valores foram usados para estabelecer a dependéncia da
temperatura dos parametros cinéticos ki-ks baseada na relacdo de Arrhenius, que é
apresentada na Tabela 5.5 e Fig. 5.3 (a).

Tabela 5.5: Parametros de Arrhenius da auto-hidroélise de hemicelulose e celulose para a palha de cana-

de-agUcar.
Hemicelulose Celulose
Constantes . .
Arrhenius In E. Arrhenius
da_ta,xg de In(A) E;(kd/mol) R A) (ka/mol) R
cinética

Ky 10,90 62,68 0,808 22,40 105,14 0,803

ks 25,75 109,49 0,996 49,67 216,44 0,755

ks 53,66 220,23 0,988 25,32 105,60 0,870

Ka 27,95 122,57 0,993 4193 181,35 0,973

Ks 34,71 146,47 0,978 28,68 118,98 0,998

Kg 26,08 119,91 0,767 62,78 266,17 0,795

A Tabela 5.5 ilustra os valores da energia de ativacdo. O valor mais alto foi
calculado para a degradacdo de xilooligbmeros em mondmeros (220,23 kJ/mol). Este efeito
sugere que, dependendo da temperatura (para temperaturas mais baixas), pode ocorrer um
acumulo de xilooligbmeros no licor de pré-tratamento e que a producdo completa de
mondmeros pode exigir uma hidrdlise adicional. A Fig. 5.3 (a) mostra o perfil de Arrhenius
para a degradacgéo da hemicelulose.

Figura 5.3: Grafico de Arrhenius de In (ki) versus 1/T, mostrando a dependéncia de temperatura dos
parametros cinéticos k1-k6 para (a) hemicelulose e (b) celulose.
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5.3.3 Cinética de solubilizacéo celulésica

Com base na degradacdo da celulose, a Fig. 5.1 (b) apresenta os componentes

da biomassa liberados durante a hidrotermélise.

De acordo com o esquema geral proposto na Fig. 5.1 (b), a degradacdo da

fracdo celuldsica durante o pré-tratamento hidrotérmico pode ser descrita como:

Celulose (C) K k/v Hidroximetilfurfural (HMF)
l ka Mondmeros (Mc) l K
Glicooligbmeros (GOS) ~ ks ks Produtos de degradacéo (D)

Semelhantemente as Eqgs. 5.1 a 5.5, uma sequéncia de reacdes de primeira

ordem foi proposta para a degradacéo da celulose, descrita pelas Egs. 5.6 a 5.10.

d(C)/dt = —(ky + ky) - C (5.6)
d(GOS)/dt = k- C — k3 - GOS (5.7)
d(M¢)/dt = ky - C + ks - GOS — (kg + ks) - M¢ (5.8)
d(HMF)/dt = k, - M; — kg - HMF (5.9)
d(D)/dt = ks - M + kg - HMF (5.10)

onde: k; e ko representam as taxas de solubilizacdo da fracdo celulésica em mon6émeros e
glicooligbmeros, respectivamente, ks é a taxa de solubilizacdo de glicooligdbmeros em
monomeros, k,; € a taxa de transformacdo da degradacdo de mondmeros de glicose em
hidroximetilfurfural, e ks e kg representam as taxas de solubilizacdo monbémeros e

hidroximetilfurfural em produtos finais de degradacao, respectivamente.
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A Fig. 5.4 apresenta os dados experimentais e a previsdes de ajuste do modelo
para a degradacéao da fracdo celuldsica, formacao e consumo de glicooligdmeros, monémeros
e hidroximetilfurfural durante o pré-tratamento hidrotérmico. O modelo cinético foi ajustado

aos dados experimentais levando em conta as Eqgs. 5.6 a 5.9.

Figura 5.4: Perfil da (a) degradacédo da celulose, (b) formacéao e consumo de glicooligdmeros, (c)
mondmeros e (d) hidroximetilfurfural durante o pré-tratamento hidrotérmico. Os simbolos correspondem
as observacdes experimentais e as linhas correspondem ao modelo cinético proposto para as temperaturas

de 180 °C (diamante azul), 195 °C (circulo vermelho) e 210 °C (asterisco preto).
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Os produtos finais de degradacdo da fracdo celuldsica sdo principalmente
formados por acido férmico, huminas, entre outros compostos ndo identificados. Neste
trabalho, apenas foi possivel a quantificacdo dos &cidos organicos. De forma similar a
hemicelulose, esta foi a razdo pela qual a ultima equacdo ndo foi usada para ajustar o modelo.

Foi utilizado somente para ter alguma previsdo do comportamento esperado para estes
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componentes (produtos finais de degradacdo — dados ndo mostrados). Naturalmente, os
valores previstos pelo modelo para os produtos finais de degradacdo foram maiores que 0s

acidos organicos quantificados.

Com relacdo a degradacdo da celulose a 180 °C (Fig. 5.4a), 0 modelo mostra
boa aderéncia para os dados experimentais ao longo do tempo de reac¢do. Contudo, a 195 °C o
modelo prevé os dados experimentais até 20 minutos. Além disso, a 210 °C apenas 0s
primeiros 5 minutos sdo previstos pelo modelo. Apos estes tempos avaliados, a celulose
obtida experimentalmente permanece constante. De acordo com Zhao et al. (2015), o pré-
tratamento hidrotérmico pode remover levemente a celulose amorfa em temperaturas
inferiores a 190 °C. Em temperaturas mais elevadas, a cristalinidade da matriz lignocelulésica
pode ser mais facilmente reduzida. No entanto, os autores também observaram que a 210 e
220 °C o indice de cristalinidade permanece constante apds algum tempo. Comportamento
semelhante também foi verificado por Zheng et al. (2016). O modelo proposto ndo leva em
conta nenhuma diferenca entre a fracdo de celulose cristalina e amorfa. Portanto, o0 modelo
superestimou a degradacdo da celulose a 210 °C, uma vez que ndo considera nem o teor
maximo de celulose amorfa nem a elevada recalcitrancia da celulose cristalina. Contudo, 0

modelo descreveu bem os dados experimentais nas temperaturas mais baixas (180 e 195 °C).

Com relagéo a Fig. 5.4 (b), a 195 °C, um desvio significativo entre os dados
experimentais e 0 modelo proposto foi observado ap6s 10 minutos. Xiao et al. (2013)
estudaram o pré-tratamento hidrotérmico do Tamarix ramosissima na faixa de 180-240 °C, e
os resultados obtidos mostram que os glicooligdmeros alcangaram méaximo rendimento a 190
°C. O ajuste insatisfatério dos dados ap6s 10 minutos a 195 °C mostra que 0 modelo ndo prevé
a rapida degradacdo dos oligbmeros, que apresenta um declinio mais pronunciado para 0s

dados experimentais quando comparado com o simulado.

Os valores para 0s parametros cinéticos sdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Constates cinéticas de taxa para a degradacao da celulose.

Tem(rf,eé;"t“ra ki (Umin) ko (Umin)  ks(Umin)  Kke(Umin)  ks(U/min) ke (1/min)
180 0,0051 0,0002 0,0550 0,0023 0,0531 0,0007
195 0,0060 0,0084 0,2400 0,0070 0,1573 0,0010
210 0,0294 0,0080 0,3100 0,0460 0,3772 0,0588

101



Os resultados (Tabela 5.6) indicam que o pré-tratamento hidrotérmico a 180 e
195 °C favorecem a solubilizagéo de glicooligbmeros em monémeros. A taxa de formacdo de
mondmeros a partir de glicooligbmeros é maior do que sua decomposi¢cdo em produtos de
degradacéo (ks > ks) a 180 e 195 °C. Por outro lado, a 210 °C, o oposto € observado (ks > k).
Esse fato sugere que h&a uma temperatura 6tima. A partir desse ponto, aumentar a temperatura
implica em um aumento dos produtos de degradacdo. Além do mais, para todas as condi¢des
experimentais, a formacdo dos produtos finais de degradacdo a partir de mondémeros é mais
rapida do que a formacao de hidroximetilfurfural (ks > ky). Esse efeito foi, de forma similar,
observado para a fracdo hemicelulosica. Ademais, a taxa de conversdo de celulose em
glicooligbmeros (kz) apresentou o menor valor a 180 e 210 °C. A 195 °C, a cinética dos
produtos de degradacdo a partir de hidroximetilfurfural (ks) apresentou o menor valor.

Borrega et al. (2011) reportaram resultado similar.

Uma andlise geral da Tabela 5.6 mostra que as taxas de reacdo aumentam com
0 aumento da temperatura. Um aumento de 5,76 vezes na taxa de reacdo da degradacdo de
celulose em mondmeros (k;) foi observado quando a temperatura foi elevada de180 para 210
°C. Além do mais, a formacdo de glicooligbmeros, mondmeros a partir de oligbmeros,
hidroximetilfurfural, produtos de degradacao a partir de monémeros e produtos de degradacéo
a partir de hidroximetilfurfural a 210 °C foi 40,00; 5,64; 20,00; 7,10 e 84,00 vezes mais rapida

do que a 180 °C, respectivamente.

Da mesma forma que a hemicelulose, todos esses valores foram utilizados para
estabelecer a dependéncia da temperatura dos parametros cinéticos k;-ks com base na relacéo
de Arrhenius para a celulose, o qual € apresentado na Tabela 5.5 e na Fig. 5.3 (b).

De acordo com a Tabela 5.5, o valor da energia de ativacédo foi o mais alto para
a reacdo de hidroximetilfurfural aos produtos de degradacdo (266,17 kJ/mol). Além disso, o
valor mais baixo da energia de ativacdo foi para a reacdo de celulose a mondémeros (105,14

kJ/mol). A Fig. 5.3 (b) mostra o perfil de Arrhenius para a celulose.

A ferramenta do Matlab, Simulated Annealing, utilizada neste trabalho também
pode fornecer regides de confianca para os parametros cinéticos (representados em duas
dimensGes, correspondendo a combinagdes de pares de parametros na proximidade do ponto
de soma minima de erros quadraticos). A abordagem classica, aproximando a regido de

confianga por uma funcdo quadratica, foi considerada. Essa é uma abordagem bastante
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adequada para este estudo, uma vez que os modelos apresentam dependéncia linear com seus
parametros. A Fig. 5.5 mostra os resultados para k4 e kg, obtidos para (a) hemicelulose e (b)

celulose a 180 °C.

Figura 5.5: Regides de confianca para os parémetros k4 e k6 para a (a) hemicelulose e (b) celulose a 180
°C.
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A partir da Fig. 5.5, observa-se que as regides de confianca podem ser amplas.
Isso € coerente com o fato de que o conjunto de parametros esta altamente correlacionado.
Comportamento semelhante foi verificado por Carvalho et al. (2013) ao ajustar os parametros
do modelo de hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-acucar. Além disso, a forma eliptica
obtida é conforme o esperado. Ademais, pares de parametros incluiram valores negativos, que

sdo combinagBes matematicas satisfatorias, embora fisicamente impraticaveis.

Os modelos ajustados apresentados neste trabalho foram capazes de fornecer
entendimento fundamental para identificacdo e previsdo do processo de pré-tratamento
hidrotérmico. Portanto, o estudo cinético foi util para elucidar o comportamento de
degradacdo da palha de cana-de-agUcar durante o pré-tratamento hidrotérmico, utilizando

modelos semi-mecanisticos.

Os modelos propostos neste trabalho podem ser utilizados em estudos de
engenharia, incluindo andlise de viabilidade técnica e econdmica da producdo de etanol 2G
(integrado a biorrefinarias). Furlan et al. (2012), por exemplo, implementaram uma
ferramenta computacional que combina a simulacdo da producéo de bioetanol de primeira e

segunda geracdo através de um algoritmo de otimizacdo global. Um segundo estudo
103



(FURLAN et al., 2013) visou a avaliagdo da viabilidade econémica de uma biorefinaria
flexivel. Em ambos os trabalhos, a etapa de pré-tratamento foi modelada por relagdes de
rendimento. Nesse sentido, o modelo semi-mecanistico apresentado aqui agrega

conhecimento a esse assunto.

5.4 Consideragdes finais

A hemicelulose foi seletivamente solubilizada durante o pré-tratamento da
palha de cana-de-acucar. A 195 °C/15 min, o pré-tratamento atingiu 85% de remocdo de
hemicelulose. Esta condicdo promoveu uma pequena degradacdo da fracdo celulésica, apenas
21%. Uma andlise geral mostrou que as taxas de reacdo aumentaram com o aumento da
temperatura. O pré-tratamento hidrotérmico favorece principalmente a conversdo de
carboidratos em oligdbmeros e monémeros. Em geral, os modelos cinéticos propostos foram
capazes de se adequar aos dados experimentais. Além disso, os modelos propostos neste
trabalho descrevem as fracdes (Cs e Cg) da palha de cana-de-agUcar, podendo ampliar o

conhecimento para outros tipos de biomassas lignocelul6sicas.
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CAPITULO 6 — AVALIACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE ALIMENTACAO
DE BIOMASSA PARA MELHORAR A HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA DA
CANA-DE-ACUCAR

Este capitulo apresenta melhorias na etapa de hidrolise enzimética da palha de
cana-de-agucar pré-tratada hidrotermicamente. Os ensaios foram conduzidos em volume
reacional de 50-mL e 3-L, aplicando-se cargas de soélidos de 10, 20 e 30 % m/v. Os
experimentos foram realizados em batelada e batelada alimentada. Ensaios em batelada
alimentada apresentaram melhores resultados, em termos de producdo de glicose e conversao
de celulose em glicose, quando comparados aos ensaios em batelada. Com relacdo aos
experimentos conduzidos em volume reacional de 3-L, as analises de conversdo de celulose
em glicose, consumo de poténcia e viscosidade aparente mostraram que o melhor ensaio foi
aquele em que o perfil de alimentagdo de substrato foi mais distribuido, aplicando-se menor
teor de massa seca e enzima durante o tempo de hidrélise enzimética. Essa estratégia produziu
108,8 g/L de glicose e 58,2 % de conversdo de celulose em glicose, o que significa um teor de
etanol potencial de 55,6 g/L (aprox. 7,0 °GL). Além do mais, o consumo de poténcia por
unidade de volume e a viscosidade aparente foram inferiores a 5 kW/m® e 35 mPa:s,
respectivamente, durante todo o tempo de hidrélise. Levando isso em consideracdo, essa

estratégia requer um motor menos potente para fornecer energia para a etapa de hidrolise.

6.1 Introducéo

Quando se trata da producdo de etanol a partir de biomassas, processar altas
cargas de sélidos na etapa de hidrolise enzimatica, como por exemplo, 20-25 % em massa
seca (HUANG et al., 2013; DU et al., 2014; CARDONA et al., 2015), apresenta um caminho
viavel para tornar a etapa de destilacdo eficiente em termos energéticos (XIMENES et al.,
2010; FUJII et al., 2014). Esse fato pode ser afirmado tendo em vista a alta concentracdo de
acucar obtida no licor proveniente de uma hidrolise conduzida com altas cargas de sélidos.
Por outro lado, quando um sistema com alto teor de s6lidos lignocelulésicos é empregado, a
conversdo dos carboidratos a agucares monomeéricos pode ser afetada devido a dificuldades de
mistura e inibicdo/desativacdo das enzimas (XIMENES et al., 2011; XUE et al., 2012; FUJII
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etal., 2014; CARDONA et al., 2015). Nesse contexto, muitos trabalhos tem sido apresentados
na literatura com o objetivo de contornar essas questdes (PEREIRA et al., 2011; SANCHEZ;
GOMEZ, 2014; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b).
Entretanto, em termos de eficiéncia energética, a producdo de etanol de segunda geracéo

apresenta, até o momento, um grande desafio para ser aplicado em larga escala.

Durante a etapa de hidrdlise enzimatica, altas concentracfes de soélidos
insolGveis em agua podem causar problemas de transferéncia de calor e massa devido a
mistura ineficiente do material. Para garantir uma homogeneidade adequada da suspenséo, é
necessaria uma elevada demanda de energia nessa etapa de producdo de etanol a partir de
biomassas. Portanto, existem dificuldades para o desenho apropriado de reatores que operem
com maxima eficiéncia consumindo menor quantidade possivel de energia (CARDONA
ALZATE; SANCHEZ TORO, 2006; PALMQVIST; WIMAN; LIDEN, 2011). Uma vez que a
reologia é fortemente dependente da concentracdo de sélidos insoliveis, o desafio de
processar altas cargas de biomassa em reatores de hidrolise enzimatica € encontrar condigdes
Otimas, que resultem em alta conversdo de acglcares com baixa viscosidade e consumo de
poténcia (PEREIRA et al., 2011; HOU et al., 2016).

Nesse sentido, 0 modo de operacdo em batelada alimentada tem se mostrado
um caminho promissor para conduzir a hidrolise enziméatica em altas cargas de solidos,
enquanto se mantém satisfatorias condicGes relevantes como o consumo de poténcia, 0
comportamento reoldgico e a conversdo de celulose em glicose. Essa estratégia permite uma
mistura ideal no caso do processamento de grandes quantidades de massa seca durante 0s
ensaios de hidrolise (CAVALCANTI-I\/IONTANO et al., 2013; CORREA; BADINO; CRUZ,
2016b; SOTANIEMI et al., 2016).

Uma grande variedade de substratos lignocelulésicos tem sido aplicada em
estudos de hidrélise enzimatica, tais como palha de milho, lascas de madeira, palha de trigo e
bagaco de cana-de-acUcar (XUE et al., 2012; DU et al., 2014; PIHLAJANIEMI et al., 2014;
KUMAR et al., 2015). No melhor do nosso conhecimento, ndo tem sido encontrado na
literatura um estudo sistemético da producdo de etanol 2G levando em conta 0 consumo de
poténcia e 0 comportamento reoldgico durante a hidrolise enzimatica da palha de cana-de-
acucar pré-tratada hidrotermicamente com elevadas cargas de solidos. Nesse sentido, esse

estudo preenche essa lacuna.
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Portanto, esse capitulo apresenta um estudo de melhorias da etapa de hidrolise
enzimética da palha de cana-de-agUcar pré-tratada hidrotermicamente em batelada e batelada
alimentada, nas cargas de solidos de 10, 20 e 30 % m/v. Experimentos foram conduzidos com
0 intuito de encontrar a melhor estratégia de alimentacdo de substrato durante a etapa de
hidrolise enzimatica em batelada alimentada com volume de trabalho de 3-L e carga de
solidos de 30 % m/v.

Resultados de reologia, consumo de poténcia e conversdo guiaram a selecdo da
estratégia de alimentacdo mais adequada para ser aplicada em biorreatores agitados em um
escalonamento da hidrolise enzimatica da palha de cana-de-acucar. Além do mais, a estratégia
de batelada alimentada pode vir a preencher algumas lacunas para tornar a etapa de hidrolise
factivel em termos econdmicos. Estratégias operacionais dentro da estrutura de engenharia de
biorreatores tém sido majoritariamente baseadas em abordagens de batelada alimentada.

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Materiais

Conforme descrito no item 4.2.1.

6.2.2 Pré-tratamento hidrotérmico (PTH)

Conforme descrito no item 4.2.2, exceto pelo fato de que a palha foi pré-tratada

apenas na carga de solidos 1:10 m/v.

6.2.3 Caracterizacdo quimica

A palha submetida ao PTH foi caracterizada conforme descrito no item 4.2.4.
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6.2.4 Atividade enzimatica

hidroélise foi realizada conforme descrito no item 4.2.6.1.

6.2.5 Estratégias dos ensaios de hidrolise em batelada e batelada alimentada

A determinacdo da atividade do complexo enzimatico utilizado nos ensaios de

As cargas de solidos empregadas nos ensaios em batelada bem como as

diferentes estratégias de alimentacdo avaliadas nos ensaios em batelada alimentada estdo
detalhadas na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Estratégias de alimentacao (substrato e enzima) avaliadas durante a etapa de hidrolise

enzimaética da palha de cana-de-agucar.

. . Tempo de
Batelada (S) Carga de sélidos (%, m/v) e enzima (E) ) y
alimentacéo (h)
S1 10 (E) 0
S2 20 (E) 0
Volume s3 30 (E) 0
reacional de
Batelada Tempo de
50-mL ) Carga de sélidos (%, m/v) e enzima (E) ) P
alimentada (S) alimentac&o (h)
sS4 10 [5(E)+5(E)] 0,24
S5 20 [5(E)+5(E)+5(E)+5(E)] 0,2,12,24
S6 30 [5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)] 0,2,4,8,12,24
Batelada . ) Tempo de
. Carga de sélidos (%, m/v) e enzima (E) ]
alimentada (S) alimentacéo (h)
Volume S7 30 [5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)] 0,2,4,8,24,30
reacional de
- S8 30 [5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)+5(E)] 0,2,12, 24,36, 48
30 [2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+ 0,1,2, 48,12, 18,
S9

+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)+2,5(E)]

24, 30, 36, 42, 48

* A carga enzimatica foi mantida constante ao longo de todos os experimentos, em 10 FPU/Qsustrato-
* Os experimentos foram realizados em duplicata.
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Os experimentos de hidrolise enziméatica foram conduzidos nas cargas de
solidos de 10, 20 e 30 % m/v, em batelada e batelada alimentada. Os ensaios foram realizados
em reator tipo tanque agitado, com volume reacional de 50-mL (250 rpm, 72 h, com trés
impelidores do tipo pa, cada um com duas laminas retas) e 3-L (470 rpm, 168 h, com dois
impelidores do tipo orelha de elefante, cada um com trés laminas de inclinacdo de 45°), a 50
°C em tampdo citrato (50 mM, pH 4,8). Para os ensaios realizados em 50-mL, os trés
impelidores foram empregados com o intuito de minimizar problemas de transferéncia de
calor e massa. Com relacdo aos ensaios em reator de 3-L, a escolha da configuracdo dos
impelidores foi baseada em uma condicdo otimizada apresentada em um estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a).

As Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4 ilustram os impelidores, reator com volume de
trabalho de 50-mL, reator com volume de trabalho de 3-L e a representacdo esquematica do
aparato experimental para os ensaios com 3-L, respectivamente, utilizados nesse capitulo. As
medidas aplicadas para os experimentos conduzidos em volume de trabalho de 50-mL sdo
descritas a seguir: espaco entre os impelidores de 0,015 m; comprimento das pas de 0,020 m;
altura dos impelidores de 0,010 m; altura de liquido de 0,030 m; didmetro do tanque de 0,050
m, didmetro do impelidor de 0,045 m. De forma similar aos ensaios em volume menor, as
medidas aplicadas para os experimentos conduzidos em volume de trabalho de 3-L sdo
descritas a seguir: espaco entre os impelidores de 0,070 m; comprimento das pas de 0,073 m;
altura dos impelidores de 0,050 m; altura de liquido de 0,210 m; didmetro do tanque de 0,160
m; diametro do impelidor de 0,080 m.

Figura 6.1: A esquerda, o impelidor utilizado nos ensaios conduzidos em volume reacional de 3-L; &
direita, o impelidor empregado nos ensaios conduzidos em volume reacional de 50-mL.

Fonte: Acervo do autor (2017).
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Figura 6.2: Reator utilizado nos ensaios com volume de trabalho de 50-mL.

Fonte: Acervo do autor (2017).

Figura 6.3: Reator com chicanas utilizado nos ensaios com volume de trabalho de 3-L.

40
_—re_dd

Fonte: Acervo do autor (2017).

Figura 6.4: Representacao esquematica do aparato experimental para os ensaios conduzidos com 3-L. (1)
Banho termostatico, (2) inversor de frequéncia, (3) motor, (4) dinamdmetro, (5) reator, (6) impelidores
do tipo “orelha de elefante” (fluxo descendente e fluxo ascendente), (7) chicanas.

T

Fonte: Adaptado de Corréa, Badino e Cruz (2016b).
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6.2.6 Quantificacdo de glicose e acidos organicos

As amostras retiradas durante a hidrdlise enzimatica foram analisadas com
relacdo ao teor de glicose e acidos organicos conforme descrito no terceiro paragrafo do item
4.2.6.

6.2.7 Quantificacdo dos compostos fenolicos

O procedimento para anélise dos compostos fenodlicos totais foi adaptado de Xu
e Chang (2009) com pequena modificacdo. As amostras (20 pL) foram diluidas em 1.580 pL
de agua ultrapura, seguida pela adicdo de 100 pL de Folin-Ciocalteu 2N e incubadas por 3
min no escuro a temperatura ambiente. A reacéo foi parada pela adi¢cdo de 300 pL de Na,CO3
(200 g/L) e a mistura foi novamente incubada por 25 min. Os compostos fenolicos foram
medidos a 765 nm, em um espectrofotdmetro UV visivel (Pharmacia Biotech, Ultrospec
2000). O branco utilizado com controle foi preparado com agua. O teor total de fendlicos para
cada amostra foi determinado pelo uso de uma curva padrdo de acido galico (5-500 pg/mL,

R%= 0,998) e expresso COMO Myscido galico/ Gbiomassa seca- A analise foi realizada em triplicata.

6.2.8 Analise reoldgica

As propriedades reolégicas do hidrolisado obtidas a partir da palha de cana-de-
acucar pré-tratada hidrotermicamente, baseando-se no modelo da “lei da poténcia”, indice de
consisténcia do fluido (K) e indice de comportamento de escoamento do fluido (n), foram
determinadas em intervalos de tempo durante a hidrdlise enzimatica (2, 4, 6, 8, 24, 36, 48, 60,
72, 84, 96, 144 e 168 h). Os reogramas (tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de
cisalhamento) foram obtidos usando-se um redmetro digital (LV-DVIII+, Brookfield
Engineering Laboratories, Inc.), com os spindles SC4-25, SC4-34 e SC4-31,a 50 °C. Ken
foram determinados pelo ajuste do modelo da “lei da poténcia” aos dados experimentais

usando-se o software Rheocalc 3.3®. Empregou-se um volume de 20 mL do hidrolisado em
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cada analise. A Figura 6.5 ilustra o rebmetro e os spindles utilizados para as determinacdes de

reologia.

Figura 6.5: A esquerda, o redmetro digital. A direita, os spindles SC4-25, SC4-34 e SC4-31 (da
esquerda para a direita).

DV- 11 ULTRA
PROGRAMMABLE RHEOMETER

S 200

Fonte: Acervo do autor (2017).

Destaca-se que a escolha dos spindles utilizados neste trabalho foi baseada nas
recomendac¢des do manual do equipamento, que aconselha o uso dos spindles de acordo com a
faixa de torque requerido para cisalhar o liquido, isto €, o torque (%) tem que estar entre 10 e
100%. Na estratégia S1, o spindle SC4-31 foi utilizado nas primeiras 4 horas de experimento
devido a viscosidade da suspensdo. As analises entre 6 e 24 h, foram realizadas com o spindle
SC4-34, bem como as andlises finais de 96 a 168 h. De 36 a 84 h, o spindle SC4-25 foi
utilizado pois era o mais adequado para a faixa de viscosidade em que se encontrava a
suspensdo. No caso da estratégia S2, o spindle SC4-31 foi utilizado nas primeiras 4 horas de
experimento e também no final, em 168 h. As andlises entre 6 e 24 horas foram realizadas
com o spindle SC4-34, bem como as analises entre 84 e 144 horas. Nas analises de 60 e 72
horas, o spindle SC4-25 foi utilizado. Por fim, na estratégia S3 o spindle SC4-31 foi utilizado
nas primeiras 8 horas de experimento e também nas horas finais, de 144 e 168 h. As analises
de 24 e 84 h foram conduzidas com o spindle SC4-34. O spindle SC4-25 foi utilizado nas

analises de 36 a 72 horas.

112



Baseando-se nas propriedades reolégicas (K e n), foi possivel se obter os
valores da taxa de cisalhamento média (y,,), utilizando-se a Equac&o 6.1 (SANCHEZ PEREZ
et al., 2006).

1

. _ (4Np-p-DP\T+n Ln
Ym _( 27-m-K ) Nt (6.1)

A viscosidade aparente (i, ) do hidrolisado da palha de cana-de-aglcar pre-

tratada hidrotermicamente foi calculada usando-se a Equacéo 6.2.
Happ = K- ]./T?l_l (62)

A analise reoldgica foi realizada apenas nos ensaios de hidrélise conduzidos

em volume reacional de 3-L.

6.2.9 Consumo de poténcia

O consumo de poténcia (P) foi calculado como o produto do torque (T)
requerido para a mistura e a velocidade angular do eixo do agitador (w = 2-n-N), conforme

Equacéo 6.3.
P=T w (6.3)
O torque requerido para a mistura foi calculado pelo produto entre a forca (F)

medida pelo dinamémetro e o comprimento do brago (b) acoplado ao eixo do motor (T = F -
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b) (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b). Para este aparato experimental, o brago foi b = 0,15

m. O consumo de poténcia foi calculado pela Equacéo 6.4:

P=094-F-N (6.4)

onde: A Forca (F) é dada em Newton, a rotacdo (N) em s™ e a poténcia (P) em watts.

Essa andlise foi realizada apenas nos ensaios de hidrolise conduzidos em

volume reacional de 3-L.

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Caracterizacao da palha de cana-de-agucar pré-tratada hidrotermicamente

A palha de cana-de-acUcar pré-tratada hidrotermicamente utilizada nesse
capitulo apresentou a seguinte composicdo quimica: 54,7 (£0,2) % de celulose, 8,2 (x0,0) %
de hemicelulose, 26,7 (£0,5) % de lignina e 6,7 (x0,0) % de cinzas. Esses resultados estdo de
acordo com o que foi reportado na literatura por Pratto et al. (2016), que alcangaram 58,04;
8,23; 24,98 e 5,54 % de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas, respectivamente, apos
submeter a palha de cana-de-agucar ao pré-tratamento hidrotérmico nas mesmas condicdes
empregadas nesse capitulo (195 °C e 10 min). Santos et al. (2014) também reportaram

composi¢do quimica similar.

6.3.2 Quantificacdo de glicose, acidos organicos e compostos fenolicos: inibidores/

desativadores de celulases

As Figuras 6.6 e 6.7 mostram os perfis da concentracdo de glicose e da

conversdo de celulose em glicose, respectivamente, ao longo dos ensaios de hidrdlise
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enzimatica para as diferentes estratégias de batelada em volume de trabalho de 50-mL: 10%
(S1), 20% (S2) e 30% (S3) m/v de carga de solidos. As barras de erro representam o desvio
padrdo das réplicas.

Figura 6.6: Concentrag&o de glicose (Cg) durante a hidrélise enziméatica em batelada, realizada em

volume de trabalho de 50-mL. S1: 10% m/v (quadrado preto), S2: 20% m/v (circulo vermelho) e S3: 30%
m/v (triangulo azul).
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Figura 6.7: Conversao de celulose em glicose (X¢.g) durante a hidrolise enzimatica em batelada, realizada
em volume de trabalho de 50-mL. S1: 10% m/v (quadrado preto), S2: 20% m/v (circulo vermelho) e S3:
30% m/v (tridngulo azul).
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A partir das Figuras 6.6 e 6.7, pode-se verificar que a medida que a carga de
solidos aumenta h4& um aumento na concentracdo de glicose. Por outro lado, porém, a
conversdo de celulose em glicose diminui com o aumento da carga de solidos. Apés 72 h de
reacao, a concentracdo de glicose atingiu 48,9; 84,1 e 108,7 g/L para as estratégias S1, S2 e
S3, respectivamente. Com rela¢do a conversdo, os valores obtidos foram de 80,5; 69,3 e
59,6%, para S1, S2 e S3 respectivamente. Liu, Zhang e Bao (2015) reportaram tendéncia
similar quando realizaram a hidrélise enzimética da palha de milho em batelada, nas cargas de
solidos de 20, 25 e 30 % m/v. Apos 48 h de hidrolise, 84, 73 e 62 % de conversdo de celulose
em glicose foram alcancadas para as cargas de solidos de 20, 25 e 30 % m/v, respectivamente.
Xue et al. (2012) também verificaram esse comportamento anteriormente ao realizar estudos

de hidroélise enzimética em regime de batelada com madeira.

Muitas razdes sdo propostas com o intuito de explicar esse fendmeno,
correlacionado com a liberacdo de inibidores durante o processo de hidrolise e também com
as ligacbes nao especificas da enzima com a lignina. A literatura reporta que o teor de
inibidores sollveis depende de varios fatores, incluindo a concentracdo de solidos
lignocelulésicos durante a hidrolise. Esse teor torna-se mais pronunciado quando a
concentracdo de biomassa durante a hidrdlise se eleva. Esse fato indica que os componentes
liberados durante a hidrolise enzimatica em elevadas cargas de solidos podem promover
inibicdo das enzimas (KIM et al., 2008; KIM et al., 2009). Portanto, uma vez que a
concentracdo de fendlicos se elevou da estratégia S1 para a S3 (conforme serd apresentado
mais tarde na Tabela 6.2), esse comportamento confirma a presenca de algum tipo de inibicéo
por fenolicos, liberados durante a hidrolise enzimatica. A mesma razdo, elevado teor de
solidos dentro do reator de hidrélise, promove uma transferéncia de massa insatisfatria e
uma mistura ineficiente, o que também conduz aos resultados aqui obtidos (Liu, Zhang e Bao
(2015; CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a). Além disso, existe uma razdo ainda mais
importante a ser considerada, que é o efeito de inibicdo das celulases devido ao acucar
produzido no meio reacional. Esse efeito torna-se mais pronunciado quando a carga de solidos
se eleva (LIU et al., 2014b; LIU; CHEN, 2016). Essa tendéncia foi observada de forma
marcante nesse estudo, uma vez que a concentracdo de acUcares obtida na estratégia S3 foi 2,2
vezes maior quando comparada com a que foi obtida em S1. Ademais, a adsor¢do de enzima
na fracdo de lignina é também um fator chave que afeta a eficiéncia da hidrolise enzimética
com o aumento da carga de sélidos (XIMENES et al., 2011; LIU; CHEN, 2016).
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As Figuras 6.8 e 6.9 mostram os perfis da concentracdo de glicose e da
conversdo de celulose em glicose, respectivamente, ao longo da hidrdlise enzimatica para as
diferentes estratégias de batelada alimentada em volume de trabalho de 50-mL: 10% (S4),
20% (S5) e 30% (S6) m/v de carga de solidos.

Figura 6.8: Concentracao de glicose (Cg) durante a hidrélise enzimatica em batelada alimentada,
realizada em volume de trabalho de 50-mL. S4: 10% m/v (diamante preto), S5: 20% m/v (estrela
vermelha) e S6: 30% m/v (triangulo azul).
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Figura 6.9: Conversao de celulose em glicose (Xc.g) durante a hidrolise enzimética em batelada
alimentada, realizada em volume de trabalho de 50-mL. S4: 10% m/v (diamante preto), S5: 20% m/v
(estrela vermelha) e S6: 30% ml/v (triangulo azul).
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Nota-se que os perfis apresentados para 0s ensaios conduzidos em batelada
alimentada tiveram tendéncia similar aos experimentos em batelada, uma vez que a maior
carga final de solidos empregada alcangou maior concentracdo final de glicose e menor
conversao de celulose em glicose. (Figuras 6.8 e 6.9). Apds 72 h de reacdo, a concentracao de
glicose atingiu 50,5; 92,0 e 130,2 g/L para as estratégias S4, S5 e S6, respectivamente. Com
relacdo a conversao, os valores obtidos foram de 83,2; 75,7 e 71,4 %, para S4, S5 e S6,

respectivamente.

Melhor desempenho foi verificado quando a hidrolise enzimatica foi conduzida
em batelada alimentada. Aumentos de 3,4 % (S1 comparada com S4), 9,2 % (S2 comparada
com S5) e 19,8 % (S3 comparada com S6) foram obtidos para a conversdo de celulose em
glicose. Cavalcanti-Montafio et al. (2013) estudaram politicas operacionais para a hidrdlise
enzimatica do bagago de cana-de-agucar e concluiram que a batelada alimentada leva a
maiores concentracdes finais de glicose. Pode ser notado também que nos experimentos em
batelada alimentada (S4, S5 e S6), os perfis de conversdo durante a hidrolise enzimatica
foram mais proximos do que os perfis referentes aos ensaios em batelada (S1, S2 e S3). Esse
comportamento enfatiza que 0 modo de operacdo batelada alimentada pode ser um caminho
promissor para realizar a hidrélise enzimatica com altas cargas de s6lidos sem promover

danos relacionados a conversao de celulose em glicose.

Os resultados obtidos, conduzidos em volume de trabalho de 50-mL,
motivaram a aplicacdo da estratégia de batelada alimentada em um volume de trabalho maior.
Nesse sentido, ensaios foram realizados em volume de trabalho de 3-L, conduzidos na carga
de solidos de 30 % m/v em batelada alimentada. Trés estratégias com diferentes intervalos de
alimentacdo foram avaliadas. Ademais, dados de consumo de poténcia e viscosidade aparente

foram obtidos durante os experimentos.

As Figuras 6.10 e 6.11 mostram o perfil da concentracdo de glicose e da
conversdo de celulose em glicose, respectivamente, ao longo da hidrdlise enzimatica para as

diferentes estratégias de batelada alimentada em volume de trabalho de 3-L.
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Figura 6.10: Concentracao de glicose (Cg) durante a hidrélise enzimatica em batelada alimentada,
realizada em volume de trabalho de 3-L. S7: 30% m/v, 6 alimentacdes de 5% m/v ao longo de 30 h
(tridngulo preto vazio), S8: 30% m/v, 6 alimentac6es de 5% m/v ao longo de 48 h (triangulo vermelho
cheio) e S9: 30% m/v, 12 alimenta¢6es de 2,5% m/v ao longo de 48 h (quadrado azul).
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—p— S8 [30%, S(E)+S(E)+S(E)+5(E)+5(E)+5(E)] [0-2-12-24-36-48h]
—0— 9 [30%, 2.5(E)+2.5(E)+2.5(E)+2.5(E)+2.5(E)+2.5(E)+2.5(E)+
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Figura 6.11: Converséao de celulose em glicose (Xc.¢), durante a hidrolise enzimatica em batelada
alimentada, realizada em volume de trabalho de 3-L. S7: 30% m/v, 6 alimentac6es de 5% m/v ao longo de
30 h (tridngulo preto vazio), S8: 30% m/v, 6 alimentac6es de 5% m/v ao longo de 48 h (tridngulo vermelho

cheio) e S9: 30% m/v, 12 alimentacdes de 2,5% m/v ao longo de 48 h (quadrado azul).
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A estratégia S9 apresentou a maior concentracdo de glicose (108,8 g/L) e a
maior conversdo de celulose em glicose (58,2%), quando comparada as estratégias S7 e S8
(Figuras 6.10 e 6.11). Esses resultados podem ser justificados devido ao perfil mais
distribuido de alimentacdo conduzido na estratégia S9 (menor concentracdo de sélidos
adicionada a cada alimentacdo, porém mais adi¢fes de substrato foram realizadas durante o
experimento). Alimentagdes mais distribuidas sdo mais adequadas do ponto de vista de
processo, alcangando resultados industrialmente factiveis em termos de teor de glicose e

consumo de energia.

As Figuras 6.9 e 6.11 mostram que a conversdo de celulose em glicose para a
estratégia S9 (58,2%) foi 1,2 vezes menor do que a conversdo obtida em S6 (71,4%). Uma
possivel explicacdo para esse resultado é que os impelidores foram capazes de promover uma
eficiente agitacdo da mistura para os ensaios em volume de trabalho de 50-mL. Por outro
lado, problemas associados com eficiéncia de mistura, como a formacdo de uma zona
estagnada, conhecido como “efeito caverna” (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016a) foram
detectados quando o volume de trabalho foi elevado. Esse fendmeno ocorre quando o0 meio
reacional ndo estd totalmente homogéneo. Dessa forma, somente uma pequena porcao,
préxima aos impelidores, alcanca uma mistura eficiente. O meio reacional proximo as paredes
do reator encontra-se em uma regido estagnada, diminuindo de forma consideravel a
conversdo de celulose em glicose (CORREA; BADINO; CRUZ, 2016b). Esse efeito é
consequéncia das caracteristicas ndo homogéneas do meio reacional, que representam um

grande desafio para os processos em grande escala.

A Tabela 6.2 mostra as concentracdes de compostos fendlicos e &cido acético,
liberados durante a hidrolise enzimatica para todas as estratégias avaliadas. O &cido acético
foi o Unico &cido organico detectado nos ensaios. Uma vez que a biomassa foi lavada apos a
etapa de pré-tratamento, compostos derivados do furano ndo foram detectados. Esse
comportamento confirma que esses inibidores sdo solUveis em &agua, o que ja foi
anteriormente reportado na literatura (HODGE et al., 2008; KIM et al., 2008).
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Tabela 6.2: Concentracao de fendlicos e acido acético, liberados na hidrélise da palha de cana-de-agucar.

. Concentracéo de fendlicos (g/L) Concentragéo de acido acético (g/L)
Estratégias . .

1h Final 1h final
S1 0,243 0,553 0,098 0,256
S2 0,267 0,541 0,262 0,581
S3 0,556 0,721 0,316 0,888
S4 0,165 0,549 0,130 0,948
S5 0,241 0,794 0,125 0,994
S6 0,219 0,872 0,160 1,222
S7 0,183 0,773 0,125 0,889
S8 0,169 0,930 0,095 1,032
S9 0,107 0,984 0,044 1,121

* Dados experimentais quantificados em triplicata.

Uma analise global da Tabela 6.2 mostra que a concentracdo de fenolicos e
acido acético aumentou durante os experimentos de hidrolise. O teor de fendlicos na hidrdlise
enziméatica da palha de cana-de-acUcar pré-tratada hidrotermicamente determinado pelo
método Folin-Ciocalteu variou dentro faixa de 0,107-0,984 g/L. Kim et al. (2011) realizaram
um estudo para identificar inibidores soltveis, liberados durante pré-tratamento hidrotérmico
e seus efeitos na hidrélise da celulose. Os resultados mostraram que a concentracdo de 1,3 g/L
de fenolicos promoveu inibicdo das enzimas celuloliticas. Portanto, levando-se em conta as
concentragfes de fendlicos obtidas nesse estudo, € possivel que tenha ocorrido alguma
inibicdo, particularmente no final dos ensaios onde as concentracGes de fenolicos foram
maiores do que no inicio do tempo reacional. Com relacdo ao acido acético liberado durante
as reacOes de hidrdlise (Tabela 6.2), as concentracGes variaram dentro da faixa de 0,044-1,222
g/L. A literatura indica que o &cido acético é inibidor de leveduras e bactérias. Por outro lado,
ele apresenta pouco efeito para as celulases (KIM et al., 2011; PALMQVIST; ALMEIDA,
HAHN-HAGERDAL, 1999). Ademais, o estudo de Kim et al. (2011) mostrou que 13 g/L de
acido acético ndo foi inibitério para a hidrolise. Levando isso em consideracdo, as
concentracfes de &cido acético obtidas aqui, inferiores a 1,5 g/L em todos os ensaios, ndo
podem ser consideradas inibitorias para as celulases.
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6.3.3 Consumo de poténcia

A Figura 6.12 (a-c) mostra 0 consumo de poténcia das trés estratégias de alimentacéo.

Figura 6.12: Consumo de poténcia por unidade de volume (P/V) medido durante a hidroélise enzimatica das

estratégias S7 (a), S8 (b) e S9 (c). S7: 30% m/v, 6 alimentacdes de 5% m/v ao longo de 30 h (triangulo preto

vazio), S8: 30% ml/v, 6 alimentacgdes de 5% m/v ao longo de 48 h (triangulo vermelho cheio) e S9: 30% m/v,
12 alimentac6es de 2,5% m/v ao longo de 48 h (quadrado azul).
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A Figura 6.12-a (estratégia S7) mostra que o consumo de poténcia alcangou
29,0 kW/m?® apés a quarta alimentagdo de substrato/enzima, em 8 h de experimento. Com
relacdo as duas alimentacdes seguintes, o consumo de poténcia ainda atingiu valores elevados,
21,3 kW/m® em 24 h e 21,8 kW/m* em 30 h, porém menores que o valor obtido em 8 h. A
estratégia S8, apresentada na Figura 6.12-b, mostra que 16,4 kW/m?® foi alcancado apés a
ultima alimentac&o, em 48 h de experimento. Em 24 e 36 h, os valores obtidos foram também
elevados, 14,9 e 12,7 kW/m®, respectivamente. Por fim, o consumo de poténcia para a
estratégia S9 (Figura 6.12-c) apresentou valores menores que 5 kW/m?* durante todo o tempo
de hidrdlise, indicando que essa estratégia € a mais adequada para 0 processo, com 0 menor
custo operacional. O maior valor (4,5 kW/m?®), obtido em 24 h, é 6,4 e 3,6 vezes menor do que
0 méaximo consumo de poténcia alcancado para as estratégias S7 e S8, respectivamente.

Esse comportamento mostra que quando o substrato é alimentado mais vezes
em menor quantidade, o acumulo de biomassa € evitado, o que pode contribuir para a reducao
do consumo de poténcia requerido para promover a agitacdo do meio reacional. Tendéncia
similar foi também verificada por Correia, Badino e Cruz (2016b) em estratégias de batelada e
batelada alimentada para a hidrélise do bagaco de cana-de-agUcar. A avaliacdo da adi¢do de
bagaco em diferentes tempos mostrou que menor consumo de poténcia € requerido quando as
alimentacOes sdo mais espacadas. Liu, Zhang e Bao (2015) avaliaram a hidrolise enzimatica
da palha de milho em batelada nas cargas de s6lidos de 20-30 % m/v. O consumo de poténcia
inicial foi 1,9 vezes maior para a carga de sélidos de 30 % m/v, quando comparado com a
carga de 20 % m/v. Esse comportamento sugere que a batelada alimentada pode ser uma
estratégia promissora para se atingir alta carga de solidos na etapa de hidrdlise, enquanto se
mantém o consumo de poténcia baixo. Levando isso em consideracdo, a estratégia S9 requer
um motor menos potente do que S7 e S8 para suprir a energia necessaria durante a hidrdlise.
Como resultado, uma reducdo significativa nos custos operacionais (consumo de energia do

processo) e de capital (motor) € obtida.

6.3.4 Analise de reologia

A Figura 6.13 mostra o comportamento reoldgico do hidrolisado durante as trés

estratégias de alimentagdo avaliadas.
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Figura 6.13: Viscosidade aparente (,pp) determinada durante a hidrélise enzimatica para as estratégias S7, S8
e S9. S7: 30% (m/v), 6 alimentacgdes de 5% (m/v) ao longo de 30 h (tridngulo preto vazio), S8: 30% (m/v), 6
alimentac6es de 5% (m/v) ao longo de 48 h (tridngulo vermelho cheio) e S9: 30% (m/v), 12 alimentages de

2,5% (m/v) ao longo de 48 h (quadrado azul).
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A viscosidade aparente variou dentro da faixa de 1,6-77,2 mPa-s (S7), 0,7-70,4
mPa-s (S8) e 0,2-34,1 mPa-s (S9). Apds 96 h de reacdo, a viscosidade aparente permanece
constante até o final da hidrdlise. Esse comportamento ocorre devido ao fato de que a
suspensdo do hidrolisado se torna homogénea. Demirci et al. (2017) apresentam resultados
similares para a hidrélise de residuos de pdo. A viscosidade aparente diminuiu durante o
estagio de liquefacdo de diferentes quantidades de residuos de pdo. No trabalho de Pereira et
al. (2011), a viscosidade aparente diminuiu ao longo do tempo de hidrélise do bagaco de
cana-de-acUcar. As estratégias S8 e S9 apresentaram viscosidades aparentes semelhantes no
final da hidrélise. Porém, a estratégia S7 apresentou valores maiores da viscosidade aparente

quando comparada a S8 e S9.

As estratégias estudadas nesse capitulo foram capazes de fornecer
caracteristicas importantes do processo de hidrolise enzimatica da palha de cana-de-agucar
pré-tratada hidrotermicamente. Portanto, o estudo foi Util para elucidar o comportamento da
sacarificacdo da palha de cana durante a hidrdlise enzimaética, utilizando-se as cargas de
solidos de 10, 20 e 30 % m/v, nos modos de operacdo em batelada e batelada alimentada.

Com o intuito de se alcancar uma producdo adequada de etanol, em termos de consumo de
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energia do processo, uma concentragdo de monossacarideos de pelo menos 100 g/L ¢ desejada
(XIMENES et al., 2010). A estratégia S9 alcancou 108,8 g/L de glicose. Nesse caso, um teor
de etanol teorico final de 55,6 g/L (aprox. 7,0 °GL) pode ser obtido, indicando que a
estratégia S9 apresentou um caminho promissor para a conducdo da etapa de hidrdlise
enzimética em altas cargas de solidos. Além disso, essa estratégia foi conduzida mantendo-se
baixos os valores de consumo de poténcia e viscosidade aparente durante todo o tempo de
hidrolise.

Os dados de consumo de poténcia, anélise reoldgica e concentracdo de glicose
apresentados nesse trabalho podem ser Uteis em estudos de engenharia, incluindo analises de
viabilidade técnica e econdmica da producdo de etanol de segunda geracdo (integrada a
biorrefinarias). Nesse sentido, as melhorias apresentadas aqui adicionam conhecimento a esse

assunto.

6.4 Consideragdes finais

Considerando-se os ensaios de hidrolise conduzidos em volume de trabalho de
50-mL, o uso das estratégias propostas nesse trabalho torna factivel o aumento da carga de
solidos para 30 % m/v, em batelada alimentada, enquanto se mantém eficiente a conversdo e a
concentracdo de glicose, quando se compara aos resultados obtidos a 10 % m/v de s6lidos em
batelada. Essa analise mostra um aumento na concentracao de glicose de 48,9 para 130,2 g/L,
0 que significa uma melhoria de 2,7 vezes. Os ensaios realizados em volume de trabalho de 3-
L mostraram que os melhores resultados foram alcangados quando o teor de sélidos totais foi
adicionado de forma mais suave (estratégia S9). Essa estratégia atingiu concentracdo de
glicose de aprox. 109 g/L, o que corresponde a uma conversdo de celulose em glicose em
torno de 58 %. Ademais, esse ensaio apresentou o menor valor de consumo de poténcia e
viscosidade aparente, o que resulta em uma expressiva reducdo dos custos de processo e de

capital.
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CAPITULO 7 — CONCLUSOES

Diante do que foi exposto no conteudo dessa tese, apresentam-se as seguintes

conclusdes:

A biomassa lignocelulésica, palha de cana-de-aclcar, mostra-se promissora para
obtencéo de E2G;

O pré-tratamento hidrotérmico (PTH) apresenta-se vantajoso na solubilizacdo da

fracdo hemicelulosica da biomassa (85% de remoc¢éo em 195°C, 15 min, 200 rpm);

A deslignificacdo com perdxido de hidrogénio (realizada como etapa sequencial ao
PTH) néo se mostrou eficiente nas condic¢des estudadas, o que néo justifica a adicdo de

mais uma operacao unitaria no processo;

Os modelos cinéticos propostos para representar as reacdes na etapa de pré-tratamento
descreveram o comportamento das duas fracGes da palha de cana-de-acucar, Cs e Cs,
podendo ampliar o conhecimento obtido no estudo para outros tipos de biomassas

lignocelulo6sicas;

Os ensaios de sacarificacdo enzimatica mostraram que o modo de operacdo batelada
alimentada apresentou desempenho superior, em termos de conversdo de celulose em
glicose, em relacdo a batelada. Além do mais, esse modo de operacdo (batelada
alimentada) pode melhorar significativamente as propriedades de mistura, visto que,
com a liquefacéo parcial da biomassa, 0 meio reacional obtido apresenta consideravel
reducdo da viscosidade, permitindo a execucdo da hidrélise enzimatica em elevadas

cargas de sélidos;

Nos ensaios realizados em volume de meio reacional de 3-L, a melhor estratégia de
alimentacdo mostrou que o consumo de poténcia por unidade de volume pbde ser
reduzido em 84,5 % quando as alimentacdes foram executadas de forma mais suave
(12 alimentacGes de 2,5 % m/v de substrato, em comparacédo as 6 alimentacdes de 5 %
m/v de substrato).
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CAPITULO 8 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Identificar experimentalmente os indices de cristalinidade da palha de cana-de-agUcar
apos cada condicdo de pré-tratamento (tempo e temperatura) e realizar a modelagem
da fracdo celuldsica do PTH adicionando-se esse fator ao modelo. Espera-se assim
obter uma melhoria na resposta da previsdo do modelo cinético proposto para a fragdo

celulésica;

Realizar um estudo para avaliar a influéncia da velocidade de agitacdo ao longo de
experimentos de hidrélise enzimatica em batelada alimentada que atinjam 30 % m/v

de solidos;

Realizar a etapa de modelagem da hidrélise enzimética da palha de cana-de-acUcar,
com base nos resultados obtidos neste trabalho, visando a obtencdo de um perfil 6timo
de alimentacdo. A viabilidade técnica e econdmica da producdo de E2G esté associada
a obtencdo de condi¢cbes que permitam atingir elevado teor de glicose, mantendo-se o

consumo de poténcia em niveis baixos.
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