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O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica tem a funcdo de alterar as
interacdes nativas entre a celulose, a hemicelulose e a lignina e, em muitos casos,
modificar quimicamente estes componentes da biomassa, de forma a tornar a celulose
mais acessivel a etapa de hidrolise enziméatica. O presente trabalho tem por objetivo
avaliar o desempenho do pré-tratamento da palha de cana de aglcar em solventes
eutéticos para hidrélise enzimatica. A realizacdo de pré-tratamento preliminares em
escala reduzida indicou que o solvente eutético Cloreto de Colina/Uréia apresentou 0s
melhores rendimentos de solubilizacdo de lignina e celulose. Esse solvente foi entdo
escolhido para a realizacdo de pré-tratamento em escala ampliada. A composicdo da
palha in natura e pré-tratada em escala ampliada foram entdo submetidas a
caracterizacdo acida e constatou-se uma remocao de 40,2% de lignina da composicdo da
biomassa, indicando que o pré-tratamento foi bem sucedido. Contudo, os resultados da
hidrélise enzimatica da biomassa pré-tratada, utilizando a enzima industrial Celluclast
1.5L, apresentaram rendimentos de glicose de 13%, 17% e 19% para cargas enzimaticas
de 10 FPU, 15 FPU E 20 FPU respectivamente. O baixo rendimento de hidrélise, apesar
da constatada remocéo de lignina, indica um possivel erro na conducdo do experimento
de hidrdlise ou uma deficiéncia do solvente eutético na reducao do grau de cristalinidade

do complexo celulésico.
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The pretreatment of the lignocelulosic biomass aims to decrease the biomass
native recalcitrance due to the interactions amongst cellulose, hemicellulose and lignin,
allowing the enzymatic hydrolysis of cellulose. This study evaluated sugarcane straw
pretreatment using deep eutectic solvents for enzymatic hydrolysis. Preliminary
pretreatment on a reduced scale indicated that the eutectic solvent Choline Chloride /
Urea presented the best solubilization yields of lignin and cellulose. This solvent was
then chosen to perform pretreatment on an enlarged scale. The straw composition for
both in natura and under enlarged scale pretreatement was then obtained by acid
characterization and a 40,2% of lignin from the biomass composition was detected,
indicating that the pretreatment was successful. However, the results of the enzymatic
hydrolysis of the pretreated biomass presented glucose yields of 13%, 17% and 19% for
enzymatic charges of 10 FPU, 15FPU and 20FPU respectively. The low hydrolysis
yield, despite the observed removal of lignin, indicates a possible error in the conduction
of the hydrolysis experiment or a deficiency of the eutectic solvent to reduce the degree

of crystallinity of the cellulosic complex to amorphous regions.
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Capitulo 1. Introducéo

Ao longo das ultimas décadas o que se viu foi uma sociedade cada vez mais
dependente da energia proveniente dos combustiveis fosseis. Esta dependéncia, além de gerar
sérios problemas ambientais, como a intensificacdo do efeito estufa, criou uma forte
dependéncia econdmica dos paises que ndo sao auto-suficientes nesse quesito. Neste contexto
resurge o conceito da utilizagdo de biomassa como fonte de energia e bioprodutos, que havia
sido negligenciado ao longo da historia pelo uso do carvdo e derivados de petroleo.
(CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008)

A questdo ambiental é bastante discutida, principalmente pelos problemas gerados pela
queima de combustiveis fdosseis, que geram poluentes como Oxidos de nitrogénio (NOX),
Oxidos de enxofre (SOx), 6xidos de carbono (CO e COy), entre outros. Esses poluentes geram
problemas como poluicdo atmosférica, smog fotoquimico, e intensificacdo do efeito estufa,
que tem gerado alguns problemas, até mesmo econémicos, como longos periodos de
estiagem, prejudicando o setor agricola (GUARIEIRO, VASCONCELLOS e SOLCI, 2011).
Além disso, o temor pelo fim das reservas de petroleo também contribuiu para a busca de uma
solucdo energética mais sustentavel.

A solucdo encontrada foi a biomassa, usada sobre tudo na producdo de
biocombustiveis, como etanol e biodiesel. No Brasil, o alcool é largamente utilizado puro ou
misturado com gasolina, diminuindo a emissdo de gases poluentes na queima desses
combustiveis. A principal biomassa brasileira € a cana-de-acucar, sendo o Brasil, 0 maior
produtor deste vegetal no mundo. Contudo, a cana também é usada para producdo de acUcar,
havendo uma competicdo na escolha de qual produto a biomassa sera destinada
(DEPARTAMENTO DE PESQUISAS E ESTUDOS ECONOMICOS, 2017). Além disso,
com a tendéncia cada vez maior do uso de energia sustentavel, é necessario que a producéo de
cana acompanhe este crescimento. Contudo, existe uma dificuldade em aumentar o nimero de
hectares plantados com cana-de-agucar, por questdes de preservacdo ambiental e pela
competicdo com outros cultivos (PORTAL BRASIL, 2017).

Uma forma de aumentar a producdo de etanol, ou de outros bioprodutos, é
aproveitando os residuos como o0 bagaco e a palha gerados no processamento da cana-de-
acucar. Esses residuos sdo de composicao lignoceluldsica, ou seja, um complexo formado por
celulose, hemicelulose e lignina. Através da hidrélise enzimatica da celulose é possivel gerar

moléculas de glicose que podem ser fermentadas a etanol. Entretanto, este processo nao é



facil, porque as outras estruturas do complexo funcionam como uma barreira dificultando o
acesso das enzimas a celulose (SANTOS, 2012). Para desestruturar esse complexo é
necessaria uma etapa de pré-tratamento, e assim melhorar os rendimentos da reacao.

Existem diversos pre-tratamentos, cada um com suas vantagens e desvantagens, € com
principios de atuacdo diferentes. Podem ser fisicos, quimicos, fisico-quimicos ou bioldgicos, a
escolha depende da finalidade e do produto de interesse (ALVIRA et al., 2010). Nos ultimos
anos, tém surgido estudos com os chamados solventes verdes, os Liquidos Ionicos (LI’s) e os
Solventes Eutéticos (SE’s).

Os LI’s sdo substancias ibnicas que apresentam ponto de fusdo abaixo de 100°C, sendo
muitos liquidos a temperatura ambiente. Sua utilizacdo tem aumentado para tornar os
processos cada vez mais sustentaveis, gerando menos impacto ambiental, substituindo
tratamentos com 4acido sulfarico concentrado, por exemplo (DA SILVA, 2013). Contudo, o
uso de LI’s costuma encarecer os processos de pré-tratamento, podendo torna-los inviaveis
financeiramente. Ja os SE’s sdo uma mistura de compostos capazes de auto-associagcdo por
meio de ligagdes de hidrogénio, formando uma mistura eutética (DAI et al., 2013). Os SE’s
sa0 uma alternativa aos LI’s, uma vez que possuem propriedades quimicas similares, porém
com algumas vantagens, sendo que a principal € o baixo custo de preparo (GUNNY,
ARBAIN, et al., 2015).

Logo, o trabalho consiste no estudo de diferentes SE’s atuando como pré-tratamento
numa fonte lignocelulosica a ser explorada, a palha de cana, buscando numa primeira etapa o
SE com maior potencial para ser usado em escala industrial. Posteriormente o solvente
escolhido seré estudado numa escala maior e a palha pré-tratada levada a etapa de hidrolise

enzimatica para observar a eficiéncia do SE.



Capitulo 2. Reviséo Bibliografica

Este capitulo aborda os principais conceitos necessarios para o entendimento dos
processos que envolvem o pré-tratamento e hidrolise da palha de cana. Apresenta também

fundamentos que justificam o estudo proposto com solventes eutéticos.

2.1. Biomassa e Biorrefinarias

2.1.1 Biomassa

Biomassa é todo recurso natural renovavel e de origem organica que pode ser utilizado
para a producdo de bioprodutos e biocombustiveis. Ela é considerada renovavel pela
facilidade e pelo baixo tempo de reposi¢do desses recursos na natureza. Nao sendo explorada
de forma predatdria, a biomassa é reposta naturalmente pelo ciclo do carbono, o que reduz
significativamente os impactos ambientais, ainda mais quando comparados com 0s impactos
gerados pelos derivados de petroleo (BIOENERGIA E BIOMASSA, 2016)

Apesar de ndo ser uma novidade, principalmente na geracdo de energia, 0 uso de
biomassa vem aumentando nas Ultimas décadas como uma tentativa de reducdo tanto dos
impactos ambientais quanto da dependéncia dos derivados de petréleo. As principais fontes
pelas quais a biomassa pode ser obtida sdo: vegetais ndo lenhosos (plantas em geral), vegetais
lenhosos (madeira e seus residuos), residuos organicos e biofluidos (FIGURA 1). Destas
fontes podem-se obter biomassas de diferentes caracteristicas e origens que podem ser
destinadas para aplicacGes diversas. (CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008)

2.1.1.1. Vegetais Nao lenhosos

Os vegetais ndo lenhosos séo, principalmente, de origem agricola e sdo classificados
em relacdo a forma na qual a energia se encontra armazenada. Os principais tipos de vegetais
ndo lenhosos sdo os amilaceos, os sacarideos, 0s aquaticos e os celuldsicos. As amiléaceas, por
exemplo, sdo matérias-primas que através de processos de conversdo adequados
disponibilizam glicose, antes armazenada na forma de amido. No Brasil, as principais
matérias-primas amilaceas para a obtencdo de glicose sdo o milho, o arroz e o sorgo granifero
(INSTITUTO DE ENERGIA E AMBIENTE DA USP, 2016).



Os sacarideos possuem energia armazenada na forma da sacarose, que é uma molécula
formada por glicose e frutose. Atualmente a principal fonte de biomassa sacaridea € a cana de
acucar, podendo ser encontrada também na beterraba (SANTANA e DURAES, 2013). Ja a
biomassa proveniente de fontes aquéaticas sdo as que geram energia a partir de algas,
microalgas e aguapés. Essas fontes costumam apresentar altas porcentagens de lipidios em
suas composicOes, podendo ser usados para obtencdo de biocombustiveis através de uma
reacdo de esterificacdo. Além desta rota quimica, esse tipo de matéria prima também pode

gerar energia pela queima deste material organico (HOLANDA, RAMOS, et al., 2011).

A Ultima classificacdo das fontes de vegetais ndo lenhosos € a celulésica, nesse tipo de
biomassa a energia é armazenada em sua estrutura morfoldgica que é constituida pela
celulose, hemicelulose e lignina (SANTANA e DURAES, 2013). Essa matéria-prima também
pode ser chamada de lignocelulosica, por ser uma fonte composta por outras estruturas além

da celulose.

2.1.1.2. Vegetais Lenhosos

As matérias-primas vindas de vegetais lenhosos, como a madeira, podem gerar energia
a partir de processos de conversdo. A madeira usada neste processo pode ser de origem
florestal e/ou plantada. Nas ultimas décadas, devido a exploracdo e as atividades
agropecudrias pOde-se observar um aumento significativo o desmatamento de florestas
nativas. Por isso, a producdo de florestas plantadas tem crescido tanto para fins de
reflorestamento quanto para a exploragdo energética (INSTITUTO DE ENERGIA E
AMBIENTE DA USP, 2016).

2.1.1.3. Residuos Organicos

Os residuos organicos podem ser de origem agricola, urbana ou industrial. A
composicdo desses residuos pode variar muito de acordo com a origem. Os residuos organicos
de areas urbanas (lixos), no geral costumam ter uma porcentagem alta de umidade, nédo
apresentando um conteudo energético muito alto, sendo assim, utilizados basicamente no uso
em adubos e fertilizantes. J& os de origem industrial e agricola, por possuirem um poder

calorifico maior, costumam ser aproveitados como fonte energética nos préprios processos de



conversao, para diminuir a dependéncia de energia, e na cogeracdo (NOGUEIRA e LORA,
2003).

2.1.1.4. Biofluido

Por fim, a biomassa classificada como biofldido é aquela onde ¢ possivel a geracdo de
energia através de 6leos contidos em frutos e gréos. As principais matérias-primas que sao
usadas para a obtencdo de Oleo sdo o girassol, a mamona e a soja. No Brasil, esta Gltima
corresponde a cerca de 80% da matéria prima utilizada na produgéo de biodiesel, mesmo néao
tendo este destino como prioridade. A soja no Brasil é destinada a producdo de 6leo de
cozinha para consumo humano, farelo e grdos para exportacdo (SANTANA e DURAES,
2013).

A partir dessa variedade de biomassa sdo necessarios diferentes processos de
conversdo para se obter um bioproduto. Na Figura 1 € possivel observar alguns desses
processos, que podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos, para a producdo de
biocombustiveis. Contudo, os processos de conversdo ndo sdo destinados apenas ao
abastecimento do setor energético, a biomassa também é utilizada na geracdo de produtos
como insumos quimicos, materiais e produtos finais, que sdo capazes de atender a diversos
setores na economia como: petroquimico, cosmético, farmacéutico, entre outros (CLIMACO,
2012).
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2.1.2. Biorrefinarias

Na busca por atender as diferentes demandas de varios setores da economia, surge a
necessidade de integrar diversos processos de tratamento e conversdo de biomassa. As
instalagbes que realizam essa integracdo sdo chamadas de Biorrefinarias. De acordo com o
National Renewable Energy Laboratory (NREL) do Departamento de Energia dos Estados
Unidos, biorrefinaria pode ser definida como: “A biorrefinaria é uma instala¢do que integra
0S Processos e equipamentos de conversao de biomassa para produzir combustiveis, energia
e produtos quimicos a partir da biomassa, maximizando o valor de biomassa e minimizando
os residuos.” (JONG e VAN REE, 2005).

As biorrefinarias otimizam os processos de forma a aproveitar ao maximo o potencial
das biomassas, incluindo o aproveitamento dos residuos gerados durante o processamento.
Assim, € possivel obter produtos com diferentes valores agregados na cadeia produtiva

(Figura 2). A integracdo dos processos desde a obtengdo da matéria prima até a conversao em



bioprodutos permite que essas instalacdes atendam ndo sé a setores da economia, como
também consigam suprir algumas necessidades na sua propria cadeia produtiva, como a
energia (VAZ JUNIOR, 2011).

Produtos
Quimicos

Biocombustiveis Materiais

Figura 2: Representagdo do aproveitamento da biomassa segundo o conceito de biorrefinaria.

(fonte: VAZ JUNIOR, 2011)

2.2. Cana de Acgucar: A biomassa brasileira

No Brasil, 0 uso da biomassa através da utilizacdo de matéria organica (madeira) para
coccao e aquecimento € antigo. Contudo, a intensificacdo desse tipo de fonte para geragédo de
energia se intensificou nos anos 70. Neste periodo, o governo brasileiro langcou o programa
Proélcool que visava diminuir a dependéncia do pais nas importacdes dos derivados de
petroleo. Este programa incentivou a expansdo de ofertas de matérias-primas que eram
utilizadas para producdo de alcool, aumentando a producdo agricola, além disso, houve a
criacdo de novas instalacdes e modernizacdo nas destilarias ja existentes (BIODIESELBR,
2006). Essa politica de expansdo agricola para fomentar a producdo de alcool fez com que

uma matéria prima em especial se destacasse das outras, a cana-de-agucar.



A cana-de-acUcar ja vinha sendo plantada em larga escala para a producdo de agUcar,
possuindo um baixo custo de producdo. Contudo, os precos desse produto sofriam muitas
oscilacdes por este mercado ser bastante volatil. Atrelado a esta instabilidade no mercado, o
fato da producédo de alcool se diferenciar da producdo de aglcar apenas apés a obtencdo do
caldo permite que em certos momentos, quando o preco do agucar estiver em baixa no
mercado, grande parte da producdo de cana seja destinada a obtencdo de alcool, e vice-versa.
Observe o crescimento, a partir do Proalcool, na producdo de cana-de-agucar no Figura 3
(BIODIESELBR, 2006).
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Figura 3: Desenvolvimento da produgdo de cana-de-agUcar e agUcar redutor total produzidos por hectare ao

longo dos anos

(fonte: NOVA CANA, 2009).

O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-aclcar do mundo. Durante a safra de
2016/2017 produziu mais de 680 milhdes de toneladas de cana, sendo s6 o Estado de S&o
Paulo responsavel por quase 60% da producdo. Neste mesmo periodo, a cana foi destinada
quase que de forma igualitaria para a producéo de agucar e de alcool, sendo o primeiro usado
majoritariamente para atender o mercado externo, enquanto o alcool para atender as
necessidades internas, observe a Figura 4 (DEPARTAMENTO DE PESQUISAS E
ESTUDOS ECONOMICOS, 2017).
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(fonte: DEPARTAMENTO DE PESQUISAS E ESTUDOS ECONOMICOS, 2017)

O processamento da cana para a producdo dos bioprodutos gera residuos, como o
bagaco e palha. Estes residuos sdo destinados as termoelétricas onde sdo queimados e geram
energia elétrica, suprindo as necessidades energéticas do processo e o excedente, vendido,
tornando o processo mais sustentavel. Em 2016, a biomassa foi responsavel por 8,8% de toda
energia elétrica produzida no Brasil, sendo que desta quantidade, 67% vieram da queima do
bagaco e palha de cana (PORTAL BRASIL, 2017).

No entanto, o desenvolvimento tecnologico, fez com que esses residuos,
principalmente o bagago, ndo fossem destinados apenas a geracdo de energia elétrica. Estes
residuos sdo materiais lignoceluldsicos, possuindo, portanto uma fonte de energia em
potencial, a celulose. Sua utilizagdo ndo é simples, principalmente pela presenca da lignina e
da hemicelulose em sua estrutura, sendo necessaria a realizacdo de pré-tratamentos para
melhor disponibilizacdo da celulose. O Brasil ja é capaz de utilizar essa biomassa
lignocelulésica do bagaco para geracdo de etanol, ou Etanol de 22 geracdo (2G). O volume de
producéo ainda ndo é o esperado, com as poucas usinas existentes operando com uma taxa de
ocupacdo abaixo dos 10% (NOVA CANA, 2017).



A palha de cana residual, atualmente, ndo tem seu potencial completamente explorado,
sendo queimada, uma prética utilizada para facilitar a colheita da cana. Porém, a
implementacdo da Lei da Queima da Cana (Lei n° 11.241/2002), que visa o controle das
queimas nas colheitas de cana-de-agucar até sua gradual eliminacdo, mudou a forma como a
palha era tratada. A extingdo da prética devera ocorrer em 2021 para areas mecanizadas e em
2031 para as ndo mecanizadas (ROSSETTO, 2017). A reducdo gradual da queima da palha
evidencia a necessidade do aproveitamento desta biomassa, para que ela ndo seja tratada
apenas como residuo. A cada 1000 kg de cana-de-acucar processada é possivel gerar cerca de
165 kg de palha, levando em consideracgdo a safra de 2016/2017, s&o quase 112 milhdes de
toneladas de palha gerados e que nédo tiveram seu potencial aproveitado (NOVA CANA,
2017). Uma projecao feita pelo FIESP indica que em 2023/2024 o Brasil precisara obter uma
colheita de aproximadamente 862 milhdes de toneladas de cana-de-acUcar para atender o
mercado interno e externo de agucar e alcool. E inevitavel o aumento de hectares das areas
plantadas para se suprir esta demanda. Contudo se existir um maximo aproveitamento dos
residuos, principalmente a palha, aumentando a produtividade por hectare, pode-se evitar uma

maior expansdo de plantio de cana e menor impacto ambiental (NOVA CANA, 2017).

O aproveitamento da palha ndo se baseia apenas na geracdo de etanol, mas também é
capaz de disponibilizar além de celulose (usada na producdo do etanol), hemicelulose e
lignina, estruturas essas que, se recuperadas, podem abrir opcGes na geracdo de outros
bioprodutos com maior valor agregado, tornando este setor cada vez mais atrativo e

sustentavel.

2.3. Material Lignocelulosico

A biomassa lignocelulésica é o material vegetal mais abundante do planeta (BRAGA
et al., 2009) e é um dos principais recursos renovaveis para a producao de energia, produtos
qguimicos e materiais. Essa biomassa refere-se a parede celular das plantas que ¢é
majoritariamente composta por celulose, hemicelulose e lignina. Dentro do complexo de
lignocelulose, a celulose retém a estrutura fibrosa cristalina, sendo o nucleo do complexo. A
hemicelulose esta posicionada tanto entre micro e macrofibrilas de celulose. A lignina
proporciona um papel estrutural da matriz na qual celulose e hemicelulose estdo incorporadas

(FAULON et al., 1994). Alem desses constituintes principais, h& outros em menor proporcao,
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como extrativos (ésteres, alcoois, esteréides) e compostos inorganicos/cinzas (sulfatos,

oxalatos, carbonatos e silicatos de calcio, potassio e magnésio) (SANTOS, 2012). A

composicdo destes constituintes pode variar de uma espécie de planta para outra. As

madeiras duras, por exemplo, possuem maiores quantidades de celulose, enquanto a palha e

folhas de trigo tém mais hemicelulose (BAJPAI, 2016). A Figura 5 apresenta um esquema

ilustrativo dos trés constituintes principais dessa matriz lignocelulésica.
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Figura 5: Estrutura da biomassa lignocelulésica
(fonte: KONDO et al., 1997)
2.3.1. Celulose

A celulose é mais comumente considerada como um polimero de glicose porque a

celobiose consiste em duas moléculas de glicose, dessa forma, € um composto quimico

organico de formula (CsH100s)n. E classificado como um polissacarideo que consiste de

uma cadeia linear de varias centenas ou milhares de B-D-glicose ligadas através de ligacoes

B-1,4-glicosidicas. E constituida por dimeros de glicose em repeticdo, denominados

celobiose, onde a unido das moléculas de glicose é disposta com rotacéo de 180° entre si. A

estrutura da molécula possui regides amorfas — suscetiveis a atuagdo de enzimas

celuloliticas - intercaladas a regides cristalinas (Figura 6). Tal fato se deve a existéncia de

ligacOGes intermoleculares de hidrogénio entre as cadeias poliméricas de glicose. A
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cristalinidade exerce grande influéncia durante a hidrolise enzimética da biomassa. O grau
inicial de cristalinidade da celulose desempenha um papel importante na taxa inicial da
reacao de hidrolise uma vez que amostras que apresentem significantes regides amorfas sdo
hidrolisadas muito mais rapidamente do que uma celulose de alta cristalinidade (ZHANG et
al., 2014). Assim, surge a hipdtese de que os dominios amorfos em uma amostra de celulose
parcialmente cristalina sdo hidrolisados primeiro, deixando as partes cristalinas para serem
hidrolisadas por ultimo (OOSHIMA et al., 1983).

=

| Amorfa Cristalina Amarta

Figura 6: Esquematizacdo das regibes cristalinas e amorfas da celulose

(fonte: ALVES, 2011)

O tamanho da cadeia é expresso em graus de polimerizacdo segundo o numero de
unidades de glicose anidra em cada fibra (ALVES, 2011; SANTOS, 2012). A Figura 7
apresenta a molécula da celulose formada a partir de mondmeros de glicose e seu dimero,

celobiose.
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Figura 7: Representacdo da molécula de celulose com seu mondmero glicose e dimero celobiose

(fonte: ALVES, 2011)
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2.3.2. Hemicelulose

O composto hemicelulose é usado para representar uma familia de polissacarideos
heterogéneos (Figura 8), como xilanas, glucomananas, galactanas e outras que sé&o
encontrados na parede celular da planta e tém diferentes composicbes e estruturas
dependendo da fonte e do método de extracdo (ALVES, 2011). A hemicelulose é o segundo
polimero mais abundante da biomassa lignocelulésica correspondendo a cerca de 20-50% de
sua composicdo. Sua estrutura ndo € quimicamente homogénea como a celulose,
apresentando estrutura ramificada de cadeias laterais curtas que consistem em diferentes tipos
de acucares. Estes monossacarideos incluem pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) e acidos urénicos. Devido a sua estrutura ramificada e a presenca de
grupos acetil ligados a cadeia polimérica, um aspecto importante da sua estrutura € a pouca
presenca de cristalinidade (HARMSEN et al., 2010). Hemicelulose é insoluvel em &gua a
baixas temperaturas. No entanto, a sua hidrolise acida € iniciada a uma temperatura menor

que a da celulose, 0 que a torna soltvel a temperaturas elevadas.

Figura 8: Representacdo esquematica da arabinoxilana, um tipo de hemicelulose

(fonte: https://www.e-education.psu.edu/egee439/node/664)
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2.3.3. Lignina

A lignina é a responsavel pela rigidez, impermeabilidade e resisténcia contra ataques
microbianos a parede celular vegetal da biomassa. Além disso, esta envolvida também com o
transporte interno da agua, nutrientes e metabolitos (BRISTOW e KOLSETH, 1986). Os
mondmeros predominantes da sua estrutura tridimensional amorfa sdo trés alcoois
fenilpropibnicos: o alcool coniferilico, o sinapilico e o &alcool p-cumarilico (HARMSEN et
al., 2010). A lignina é geralmente referida como a conectora que liga os diferentes
componentes polissacarideos da biomassa lignoceluldsica, tornando-a insoluvel na 4gua. E
reconhecida como um grande impedimento para a hidrélise enzimatica da biomassa
lignoceluldsica devido a sua estreita associagdo com microfibrilas de celulose
(AVEGERINOS e WANG, 1983). Chang e Holtzapple (2000) provaram que a
digestibilidade da biomassa aumenta com o a remocdo de lignina. As moléculas aromaticas

mais comuns em sua estrutura sdo exibidas na Figura 9.
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Figura 9: Esquematizacdo da estrutura da lignina e principais unidades aromaticas presentes na lignina

(fonte: http://www.chem.cmu.edu/groups/washburn/res-lignin.html)

2.4. Pré-Tratamentos

Para que a biomassa lignocelulésica, como a palha, possa ser usada como matéria-
prima é necessario promover a desconstrucdo da estrutura complexa da parede celular,
principalmente no que tange a remocdo da estrutura da lignina, uma barreira fisico-quimica
que dificulta o acesso a celulose. A desestruturacdo do complexo lignocelulésico é chamada
de pré-tratamento, sendo de grande importancia para a extracdo do produto de interesse, seja
este a celulose, a hemicelulose ou a lignina. O tipo de pré-tratamento utilizado irad depender da
finalidade para quais estas estruturas serdo utilizadas ap0s o processamento, visto que
diferentes pré-tratamentos alteram de forma distinta o complexo lignocelulésico. Os pré-
tratamentos podem ser classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos (DE

CASTRO, 2009). Observe a tabela abaixo alguns dessses pré-tratamentos

2.4.1. Pré-Tratamento Fisico

Os pré-tratamentos fisicos atuam modificando a estrutura da biomassa, diminuindo seu
tamanho de particula e aumentando a superficie de contato. N&o ocorre alteracdo na
composicao quimica do material, contudo este processo pode promover a diminui¢do do grau
de polimerizacdo e de cristalinidade, o que facilita a atuagdo de enzimas em etapas posteriores
(OGEDA e PETRI, 2010). Moagem, extrusao, micro-ondas e congelamento sdo exemplos dos

principais prée-tratamentos fisicos que podem ser utilizados.
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A moagem é geralmente utilizada como primeira etapa em um processo que combinam
diferentes pré-tratamentos. Existem diferentes tipos de moagens, como a de disco e a de bolas,
que diminuem o tamanho das particulas por cisalhamento. Estes pré-tratamentos ndo formam
inibidores, que atrapalhariam a etapa seguinte de hidrolise, entretanto, sdo processos que
demandam muita energia, e por isso se tornam caros. Para reduzir a demanda energética foi
desenvolvida a moagem de disco Umida, que reduz em 20% os gastos energéticos, contudo, é
observado uma diminuicdo no rendimento da etapa subsequente de hidrolise (MOOD,
GOLFESHAN, et al., 2013).

A extrusdo € um tratamento termo-fisico que altera a estrutura da biomassa por
cisalhamento, mistura e aquecimento. Uma vantagem em relacdo as moagens é que por se
tratar de um processo continuo, aumenta a capacidade de processamento, obtendo-se uma
biomassa mais uniforme. Em biomassas lignocelulésicas se faz necessario uso de aditivos,
como o glicerol, para dar mais fluidez e evitar entupimento na extrusora. Caso o aditivo
utilizado interfira em alguma etapa subsequente, é necessaria uma etapa de lavagem,

aumentando os custos de pré-tratamento (MORO, 2015).

2.4.2. Pré-Tratamento Quimico

Os pré-tratamentos quimicos modificam o complexo lignocelulésico da biomassa
devido a acdo de compostos quimicos, que degradam a lignina e a hemicelulose diminuindo a
cristalinidade e o grau de polimerizacdo da biomassa. A alteracdo na estrutura da biomassa
depende do tipo de tratamento quimico utilizado, dentre os quais se destacam: pré-tratamento
acido, pré-tratamento alcalino e organosolv (BEHERA, ARORA, et al., 2014).

Os é&cidos degradam principalmente a hemicelulose, originando monossacarideos
como a xilose, galactose, manose e glicose (Figura 10) (CHEN, XU, et al., 2011). Devido a
sua alta eficiéncia, o pré-tratamento com 4&cido sulfurico (H2SO4) é o mais utilizado,
entretanto pode ser realizado também com &cido nitrico, cloridrico, fosforico e alguns acidos
organicos. O tratamento com H2SO4 pode ser realizado com acido concentrado ou diluido.
Quando concentrado, apresenta bons rendimentos na formagdo de glicose em baixas
temperaturas, entretanto os monossacarideos formados no processo estdo suscetiveis a
formacéo de furfural e de 5-hidroximetil-furfural (5-HMF), que s&o inibidores em processos
de fermentacdo (Figura 10) (BEHERA, ARORA, et al., 2014).
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Além da formacédo de inibidores, 0s custos para esse processo séo elevados, devido a
corroséo de equipamentos e pelos processos de recuperacdo do solvente. Se o processo for
conduzido com &cido diluido (0,1% - 2% m/v), a formacédo de inibidores é menor, contudo,
deve-se operar a temperaturas mais elevadas para que o rendimento do tratamento seja mais
eficiente (RABEMANOLONTSOA e SAKA, 2016). Contudo em altas temperaturas, 0S
inibidores que eventualmente serdo formados, podem gerar outros produtos indesejaveis,
como o &cido formico e o acido levulinico (BEHERA, ARORA, et al., 2014).
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Figura 10: Formagdo dos componentes inibidores.

(fonte: Adaptado de PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000)

O pre-tratamento alcalino age de forma diferente na desestruturacdo da biomassa,
atuando principalmente na remogéo de lignina. A reducgéo na cristalinidade da celulose pode
ser proporcionado pelas seguintes bases: hidroxido de sddio, hidroxido de potassio, hidroxido
de calcio e ureia. O pré-tratamento alcalino pode ser conduzido a temperaturas e pressoes
mais amenas resultando em menor degradacdo de acUcares, entretanto, os tempos de reacao
sdo longos (RABEMANOLONTSOA e SAKA, 2016).
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Organosolv ¢ um método que utiliza uma mistura de solventes organicos com
catalisadores de acidos inorgénicos (HCI e H2SO4) para solubilizar a lignina e parte da
hemicelulose. Este processo remove as ligacdes internas dessas estruturas promovendo a
solubilizacdo das mesmas no solvente. Os solventes usados nesse tratamento sdo: metanol,
etanol, acetona, etilenoglicol, &lcool tetrahidrofurfuril, entre outros (RABEMANOLONTSOA
e SAKA, 2016).

2.4.3. Pré-Tratamento Fisico-Quimico

S&o pré-tratamentos que combinam processos fisicos e quimicos na dissolucdo da
hemicelulose e na desestruturacdo na lignina. Estes processos alteram a composi¢éo quimica e
fisica da biomassa, melhorando o acesso a celulose, e torna 0s processos enzimaticos mais
eficazes. Os principais pré-tratamentos fisico-quimicos sdo: exploséo a vapor, LHW (Liquid
Hot Water) e AFEX (Ammonia Fiber Explosion) (BEHERA, ARORA, et al., 2014).

A explosao a vapor é realizada com vapor saturado em alta pressao (0,69 — 4,83 MPa)
e temperatura entre 160 — 260 °C. O vapor entra na biomassa e expande a parede celular, em
seguida, a rapida descompressdo degrada a hemicelulose e rompe a matriz de lignina
(HARMSEN, HUIJGEN, et al., 2010). Este processo ndo possui alta demanda energética
guando comparado a outros, contudo, pode formar inibidores, principalmente o acido acético,
que apesar de ajudar no tratamento da biomassa como um catalisador, prejudica a etapa
subsequente de hidrdlise (RABEMANOLONTSOA e SAKA, 2016).

O pré-tratamento LHW é semelhante ao processo anterior, porém ao invés de vapor
utiliza 4gua em alta temperatura e pressdao, mantendo-a em estado liquido. A &gua
pressurizada penetra na estrutura da biomassa e desestrutura o complexo lignocelulésico,
removendo grande parte da hemicelulose. Dependendo das condig¢des do processo, a formagéo
de inibidores € baixa ou quase nula (BEHERA, ARORA, et al., 2014).

Por fim, no processo AFEX é utilizado amonia liquida em alta temperatura e presséo.
Este processo é semelhante ao de explosdo a vapor, onde a amonia pressurizada entra em
contato com a biomassa e € levada a uma rapida descompressdo. As ligagdes da lignina séo
rompidas aumentando a acessibilidade a celulose e hemicelulose. Este pré-tratamento, assim
como a explosdo e o LHW, néo requer etapa de reducéo de particulas e ndo forma produtos

toxicos no final do processo. Entretanto, a recuperagdo da amonia utilizada no processo é
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dificil, e compromete a viabilidade do processo (BEHERA, ARORA, et al., 2014)
(RABEMANOLONTSOA e SAKA, 2016).

2.4.4. Pré-Tratamento Bioldgico

O pré-tratamento biolégico ocorre pela degradacdo enzimética das estruturas que
compdem o material lignoceluldsico, principalmente a lignina. As enzimas que atuam neste
processo sao obtidas a partir de micro-organismos, como fungos, actinobactérias e bactérias, e
apos essa etapa de desestruturacdo o pré-tratado pode ser utilizado numa etapa posterior de
hidrélise enzimética. Este pré-tratamento possui alto rendimento e baixa demanda energética,
porém, € extremamente lento quando comparado aos outros (BEHERA, ARORA, et al.,
2014).

2.5. Solventes Verdes

A producdo de energia a partir da quimica verde tornou-se uma das principais
preocupacOes das nagdes ao redor do mundo. Alinhado a essa preocupacdo, a biomassa
lignocelulésica é frequentemente defendida como uma matéria-prima indispensavel para uma
producdo mais ecoldgica. No entanto, a conversao de biomassa atual ndo pode ser
considerada totalmente verde devido ao uso de acidos ou bases durante o seu pré-tratamento.
Surge entdo o conceito de solventes verdes como alternativa a utilizacdo dessas substancias
nocivas ao ambiente para o pré-tratamento de materiais lignocelulésicos. Liquidos iénicos e
solventes eutéticos se encaixam nessa categoria devido ao seu desperdicio minimo, nédo
volatilidade e baixa toxidez (QIU et al., 2012).

2.5.1. Liquidos Ionicos (LI’s)

Os liquidos i6nicos (LI’s) sdo denominados "solventes verdes”, uma vez que ndo
produzem quimicos toxicos, a grande maioria dos solventes podem ser recuperados
(HEINZE et al., 2005) e porque nenhum gas téxico ou explosivo é formado quando
manipulado (ANDERSON et al., 2002), assim o pré-tratamento a partir de LI’s pode ser

considerado um método verde. LI’s sdo sais que podem existir em forma liquida a
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temperaturas inferiores a 100 ° C, assim como a temperatura ambiente (MARSCH et al.,
2004). Suas propriedades, que sdo diferentes de outros solventes organicos comuns, podem
mudar variando-se o grau de deslocalizacdo da carga anibnica e 0 comprimento e a simetria
dos constituintes alquila dos cations. Devido a propriedades como baixa toxicidade, baixa
hidrofobicidade, alta viscosidade, baixa pressdo de vapor, estabilidade térmica e propriedades
ndo inflamaveis, seu uso requer pouca energia e apresenta um impacto ambiental minimo.
Portanto, nos ultimos anos, o uso de LI’s para dissolver muitos tipos de biomassas
lignoceluldsicas, como bagaco de cana (QIU et al., 2012), palha de trigo (LI et al., 2009),
vem recebendo mais atengdo. Em grande parte dos estudos, o pré-tratamento da biomassa a
partir de LI’s ocorre em pressdes ambientais e temperaturas de 90 °C a 130 °C pelo periodo

de 1 ha24h (ZHU et al., 2006).

Muitos tipos de LI’s vém sendo testados, mas 0s LI’s formados a partir de imidazol
tém recebido a maior atengdo. No entanto, nos ultimos anos, LI’s contendo cations de colina
e anions de aminoacidos, demonstraram ser eficazes para pré-tratamento de diferentes tipos
de biomassa lignoceluldsica ao remover grande parte da lignina estrutural. Esses LI’s sdo
considerados solventes mais ecoldgicos e econdmicos do que o baseado em imidazol, uma
vez que sdo derivados de materiais naturais e renovaveis (LIU et al., 2012; HOU et al.,
2012).

As caracteristicas mais marcantes que definem os LI’s como solventes verdes sdo

descritas abaixo:

e Naio volatilidade: A maioria dos LI’s tem pressdo de vapor muito baixa a temperatura
ambiente. Isso torna os LI’s uma alternativa potencial para solventes orgénicos altamente
volateis, reduzindo a quantidade de poluicdo do ar causada pela evaporagcdo do solvente
(BRENNECK e MAGGIN, 2011).

e Baixa toxicidade: Um dos critérios da definicdo de "solvente verde" é ter uma
toxicidade minima para a saide humana e para o meio ambiente. LI’s podem ser adaptados
para terem efeitos tdxicos ou ndo toxicos. O comprimento da cadeia alquil no cétion do LI
pode ser projetada e adaptada para afetar a toxicidade de LI’s (ROMERO et al., 2008)

e Biodegradabilidade: Alguns liquidos idnicos sdo facilmente biodegradaveis enquanto
outros apresentam baixa biodegradabilidade. No entanto, as propriedades inerentes aos LI’s

permitem que estes sejam sintonizados para aumentar a sua biodegradabilidade. Pieraccini
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et al., 2007, relataram que um maior nivel de biodegradabilidade pode ser obtido pela
introducéo de um éster na cadeia alquil dos LT’s.

e Reciclabilidade: Em comparacdo com outros solventes organicos, um dos beneficios
significativos dos LI’s é que eles podem ser reciclados e reutilizados (ASIKALLA et al.,
2010). A recuperagao efetiva do processo em larga escala de LI’s pode vir a contornar o
problema do seu alto custo.

e Nao corrosivo: Um dos principais requisitos para a aplicacdao industrial de LI’s ¢
substituir o &cido forte que é corrosivo e precisa de equipamentos especiais que possam
suportar essa condicdo (HERMANUTZ et al., 2008). Assim, a substituicdo de acidos por
LI’s no processo de producdo elimina a necessidade de processamento quimico agressivo e,

portanto, reduz o risco de contaminagdo do meio ambiente e proporciona um local de

trabalho mais seguro.

2.5.2. Solventes Eutéticos (SE’s)

Os solventes verdes oferecem a oportunidade de desenvolver novos processos de
dissolucdo de lignina em condi¢cdes mais suaves. Nos ultimos anos, varios estudos se
concentraram em liquidos i6nicos (LI’s) e suas potenciais vantagens para o pré-tratamento da
biomassa lignocelulésica (GRASVIK et al., 2014). Embora estes solventes sejam capazes de
solubilizar lignina sem producédo significativa de inibidores, o seu uso em grande escala é
dificultado devido alguns problemas, tais como: o alto custo dos LI’s, possivel presenca de
toxicidade e viscosidade. Assim, 0s solventes eutéticos foram recentemente propostos como
alternativa e 0 seu uso no pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica esta se tornando cada
vez mais significativo, pois € considerado um solvente mais verde que os LI’s. O emprego de
SE’s ¢ tido como mais aconselhdvel ao método de pré-tratamento convencional de LI’s
porque os SE’s apresentam propriedades quimicas e fisicas similares as dos LI’s, mas
possuem beneficios adicionais, como o facil preparo, 0 uso de materiais renovaveis e a sua
recuperacdo requer um meétodo de purificagdo menos complicado e custoso (GUNNY et al.,
2015).

O solvente eutético é um fluido composto por dois ou trés componentes
relativamente baratos que sdo capazes de auto-associacdo via ligacdes de hidrogénio para

formar uma mistura eutética (Figura 11). Dois sais com um alto ponto de fusdo séo
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misturados para obter uma fase liquida com um ponto de fusdo inferior ao de cada
componente individual (DAI et al., 2013). Sua primeira aparicao foi relatada ao misturar um
doador de ligacdo de hidrogénio e um receptor de ligacdo de hidrogénio, ambas em fase
solida, formando uma mistura eutética em fase liquida ap6s mistura suave a temperatura
moderada entre 60-80°C (ABBOTT et al., 2004). Para certificar os SE’s como solventes
mais verdes do que os LI’s, os componentes individuais usados para a sua formacdo sdo
frequentemente selecionados de componentes ndo toxicos e biodegradaveis, como cloreto de

colina (ChCl), carboidratos, acidos carboxilicos, amidas e glicerol.

A B

Figura 11: Representacdo esquematica do ponto eutético em um diagrama de fase de dois componentes.

(fonte: DEGAM, 2017)

A sintese de solventes eutéticos pode ser feita através de dois métodos distintos:

e Agquecimento com agitacdo: A mistura de dois componentes é colocada num recipiente
com agitagcdo magnética e aquecida sob a temperatura na faixa de 60-120 °C. Isso é feito até
que uma solucdo liquida limpa homogénea seja formada, dentro de um tempo entre 60 a 90
min (ABBOTT et al., 2004)
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e Método de evaporacgdo: Utilizando um equipamento com rotacdo, 0s componentes sao
dissolvidos em agua e evaporados a 50°C. O liquido obtido é mantido em um dessecador

com gel de silica até atingir um peso constante (DAI et al., 2013).

A escolha do solvente eutético a ser usado no pré-tratamento da biomassa varia de
acordo com a composicao percentual da lignina na biomassa lignoceluldsica (XIA et al,
2014). As condicdes de operacdo manipuladas durante o tratamento da biomassa para se
obter a condigdo Gtima sdo o tempo, a temperatura e a proporcao biomassa/solvente (XIA et
al, 2014).

Os SE’s sdo classificados em quatro categorias dependendo da natureza dos seu
compostos de origem (SMITH et al, 2014). Os SE’s do Tipo | séo sintetizados a partir de sal
de amobnio quaternario e cloreto de metal, o tipo Il é composto por sal de ambnio
quaternario e hidrato de cloreto de metal, o tipo Il é produzido com sal de aménio
quaternario e um composto doador de ligacGes de hidrogénio e o tipo IV é formado a partir
de cloreto de metal e um composto doador de ligacGes de hidrogénio. A partir dessa divisao,
SE’s do tipo III se encaixam melhor na definicdo de solventes verdes uma vez que sdo
faceis de preparar, baratos, relativamente ndo-reativos com agua, e muitos sao nao toxicos e
biodegradaveis (SMITH et al, 2014). A tabela 1 contém exemplos de solventes em suas

respectivas categorias:

Tabela 1:Tipos de SE’s, sua formula geral e alguns exemplos.
(fonte: DEGAM, 2017)

TIPOS Formula Termos Exemplo
I Cat*™X + zMClx M = Zn, In, Sn, Al, Fe ChCIl / ZnCl;
.. _ . ChCl/
] Cat*X + zMClx.yH20 M= Cr, Ni, Cu, Fe, Co CoCl,.6H20
i Cat*X +zRZ Z = OH, COOH, CONH2 ChCl / Uréia
v MCly + ZRZ M =2zn, Al e Z=OH, ZnCl, / Uréia

CONH2
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Assim como os liquidos i6nicos, os SE’s sdo solventes quimicamente “maleaveis”,
uma vez que podem ser produzidos a partir de inimeras combinac@es de sais com diferentes
doadores de ligacdo de hidrogénio. Desse modo, SE’s especificos podem ser preparados de
acordo com a propriedade fisico-quimicas mais desejada para o0 seu uso. A seguir, alguma

das propriedades fisico-quimicas dos SE’s sdo descritas.

2.5.2.1. Ponto de Fusdo

Os SE’s sdo formados a0 se misturar dois solidos capazes de gerar uma nova fase
liquida. Esta nova fase é geralmente caracterizada por um ponto de congelamento inferior ao
dos constituintes individuais. Por exemplo, quando o ChCl e a uréia sdo misturados em uma
razdo molar de 1 : 2 , o ponto de congelamento do solvente ¢ 12,1 °C, o que é
consideravelmente menor do que o de ChCI (302 °C) e uréia (133 °C) individualmente. A
variagdo do ponto de congelamento decorre de uma interagdo entre o anion e 0 componente
doador de ligacdes de hidrogénio — nesse caso a uréia (ABBOTT et al., 2004). Para todos
os SE’s ja sintetizados, o ponto de congelamento nunca ultrapassou a temperatura de 150
°C (PAIVA et al, 2014). Geralmente SE’s com um ponto de congelamento inferior a 50 °C
sdo mais atrativos, pois podem ser usado como solventes baratos e seguros em muitos
campos de estudo (ABBOTT et al, 2004).

2.5.2.2. Densidade

A densidade é uma das propriedades fisicas mais importantes para um solvente. A
maioria dos SE’s apresenta densidade maior que a agua, fato atribuido a diferenca da
organizacdo molecular (ZHANG et al, 2012). Também foi constatado que as densidades de
grande parte dos SE’s sdo maiores do que a de seu composto formador responsavel pela
doacédo de ligacOes de hidrogénio. Esse fendbmeno pode ser explicado pela teoria “mar de
Dirac” de Paul Dirac (ZHANG et al, 2012). Assim como os LI’s formados a partir de
Imidazol , os SE’s s3o compostos de buracos ou espagamentos entre moléculas. Quando
ocorre a mistura de compostos, 0 raio medio desses buracos diminuiu, resultando em um
ligeiro aumento da densidade (ZHANG et al, 2012).
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2.5.2.3. Viscosidade

Com excecdo da mistura eutética entre ChCl / Etilenoglicol a maioria dos SE’S
exibem viscosidades relativamente altas, se comparada com a da 4gua, na ordem de 100 cP
a temperatura ambiente (MORRISON et al, 2009). A alta viscosidade dos SE’s ¢ muitas
vezes atribuida a presenca de uma extensa rede de ligacGes de hidrogénio entre cada
componente, o que resulta em menor mobilidade molecular (MORRISON et al, 2009).
Devido as suas potenciais aplicagdes como solvente verde, o desenvolvimento de SE’s com
baixa viscosidades é altamente desejavel. Badgujar e Bhanage (2015) observaram que uma
menor viscosidade beneficiou a acessibilidade entre o solvente e ligagdes de hidrogénio de

celulose.

2.6. Hidrolise enzimatica e hidrolise acida da biomassa lignoceluldsica

A hidrolise tem por finalidade a obtencdo de monossacarideos derivados da celulose
e da hemicelulose, os quais representam blocos de construcdo de importantes produtos
quimicos, como biocombustiveis e polimeros. Assim, corrobora-se 0 conceito de
biorrefinaria celul6sica, em que se aproveitam integralmente residuos agroindustriais em

uma determinada cadeia produtiva, agregando valor a mesma (ERIKSSON et al., 2002).

Embora a composicdo de celulases no sistema influencie a hidrolise enzimatica, o
fator primordial é a dependéncia de caracteristicas estruturais da celulose tais como
cristalinidade, teor de lignina, tamanho de particula, volume de poros e area de superficie
acessivel que sdo especificos de cada substrato (FAN et al., 1980). A velocidade inicial de
hidrolise enzimatica é relativamente alta e diminui ao longo do tempo (ERIKSSON et al.,
2002).

A sacarificacdo da celulose é promovida por meio de rotas quimicas, com &cido
diluido ou concentrado, ou por rota enzimatica com acdo das celulases (endoglucanase,
exoglucanase e -glicosidase) em conjunto (CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

A hidrélise com acido concentrado € promovida pela aplicacdo de uma solugéo
aquosa de acidos minerais fortes, como acido sulfarico, cloridrico ou fosforico a
temperaturas inferiores a 100 °C (FAN et al., 1980). Tais acidos promovem a clivagem da
fracdo hemicelulose e celulose, no entanto a hemicelulose é hidrolisada primeiro e os

monossacarideos por ela liberados ficam expostos por muito tempo a tais condicdes, se
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degradando (FAN et al., 1980). Além do mais, 0 &cido em altas concentragbes gera um
rejeito de grande impacto ambiental, demandando equipamentos resistentes a corrosao 0s
quais sdo muitas vezes mais custosos. Na hidrdlise com acido diluido o acido tem
concentragdo menor do que 5 % m/v e as condicGes de hidrélise sdo otimizadas. A
hemicelulose hidrolisada num primeiro momento pode ser retirada. Contudo, 0 processo
envolve altas temperaturas (superiores a 200 °C) responsaveis por degradar os agucares e a
lignina soltvel do meio (AGUIAR, 2010).

As condicGes de pressdo e temperatura no processo de hidrélise enzimatica séo
brandas — pressdo na ordem de 1 atm e temperatura préxima de 50°C. A elevada
especificidade diminui o risco de contaminacdo e/ou desvio da reacdo a qual levaria a
formacdo de substancias toxicas (furfurais e derivados de lignina). Entretanto, a alta
conversao a agUcares fermentaveis pode demandar altas concentragdes enzimaticas,
aumentando o custo de producdo que mesmo assim é mais baixo do que na hidrolise acida,
visto que a manutencdo das condigdes do meio requer menos gastos energéticos e
equipamentos menos especificos (AGUIAR, 2010; CASTRO e PEREIRA JR, 2010).

O processo de hidrolise enzimaética é limitado por dois motivos: pela recalcitrancia
do substrato ou por inativacdo ou inibicdo enzima. O substrato influencia a hidrolise de
acordo com seu grau de polimerizacao, cristalinidade, area superficial, porosidade e a sua
heterogeneidade, responsaveis pela oferta de ligagdes B-glicosidicas terminais suscetiveis ao
ataque enzimatico. Quanto as celulases, estas tém sua atividade afetada pelo pH,
temperatura, concentracdo e inibicdo retroativa ocasionada pela concentracdo de produto
final no meio (AGUIAR, 2010; CASTRO e PEREIRA JR, 2010;).
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Capitulo 3. Justificativa

A motivacdo do projeto é avaliar o uso da palha de cana de agUcar para geracgao de
bioprodutos de valor agregado, ja que na atualidade, essa biomassa ndo é aproveitada
adequadamente para fins industriais ou energéticos. Na safra 2016/2017 foi obtida uma
producdo de 685 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, na qual gerou cerca de 113 milhdes
de toneladas de palha como residuo, o que mostra um potencial de aproveitamento dessa
biomassa. Para isso, dentro do processo de conversdo de biomassa a bioprodutos e
biocombustiveis, sera avaliada a etapa de preé-tratamento. O estudo em questdo escolheu o
pré-tratamento em solventes eutéticos devido a constante preocupacdo em eliminar ou reduzir
0 impacto ambiental dos tradicionais pre-tratamentos existentes, sendo também uma

alternativa mais econdmica ao tratamento com LI’s.

Capitulo 4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a eficiéncia do pré-tratamento da palha de cana de

acucar em solventes eutéticos e potencial aplicagdo em grande quantidade de biomassa.

4.2. Objetivos especificos

Os topicos a seguir apresentam os principais passos seguidos para atingir o objetivo
principal desse trabalho:

o Selecionar o solvente eutético mais promissor dentre os estudados a partir de
ensaios de pré-tratamento em pequena escala.

o Realizar o pré-tratamento do solvente escolhido numa escala ampliada para
observar a fidelidade dos resultados obtidos em escala reduzida.

o Determinar a composic¢do da palha in natura e pré-tratada e verificar se houve
remocéo de lignina.

o Avaliar a performance da hidrélise enzimatica na palha pré-tratada.
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Capitulo 5. Metodologia

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos, bem como,
a descri¢do detalhada dos procedimentos de pré-tratamento da palha em solvente eutético, de

hidrolise enzimatica e de caracterizacdo da biomassa antes e apds o pré-tratamento.

5.1. Preparo das amostras

A palha de cana-de-agUcar in natura utilizada no presente trabalho foi gentilmente
cedida pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira), de Piracicaba, SP. A amostra por sua
vez foi triturada e em seguida peneirada em peneiras de 1,19 mm de didmetro sendo a menor
fracdo armazenada em temperatura ambiente para uso no pré-tratamento. As enzimas
aplicadas foram gentilmente cedidas pela empresa Novozymes. Os solventes eutéticos
utilizados foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo laboratério CleanTech da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, sendo estes, Acido Latico/Alanina, Acido
Latico/Glicina, Acido Latico/Histidina, Acido Latico/Prolina, Uréia/Prolina, Acido
Oxalico/Prolina, Acido Propidnico/Prolina, Cloreto de Colina/Acido Fenil Acético, Cloreto
de Colina/Glicerol, Cloreto de Colina/Uréia, Cloreto de Colina/Acido Latico, Cloreto de
Colina/Acido Maldnico, Cloreto de Colina/Etileno Glicol, Cloreto de Colina/Acido Oxalico,
Cloreto de Colina/Acido Propionico, Cloreto de Colina/Acido Acético. Os solventes
eutéticos foram sintetizados com base no método de aquecimento com agitacao descrito por
ABBOTT et al (2003). Os diferentes compostos quimicos foram adicionados a um béquer em

diferentes proporcGes molares para a producéo dos solventes (Tabela 2).
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Tabela 2: Proporgao molar utilizada para a sintese de cada solvente eutético

SOLVENTE EUTETICO Proporgdo molar

ChCl/Uréia
ChCl/Ac. Acético
ChCl/Glicerol
ChCl/Ac. Lético
ChCl/Ac. Mal6nico
ChCl/Ac. Propibnico
ChCl/Ac. Fenil Acético
ChCl/Etileno Glicol
ChCI/Ac. Oxalico
Ac. Lético/Alanina
Ac. Lético/Glicina
Ac. Latico/Histidina
Ac. Lético/Prolina
Uréia/Prolina

Ac. Oxalico/Prolina

N PR NN © © © R B R R R R R R
N T = = = = R CHEN R U CREY CHEN R O N

Ac. Propibnico/Prolina

5.2. Pré-tratamento em pequena escala

Em um tubo de ensaio com tampa de rosca de 12 mL adicionou-se 0,1g de palha in
natura e em seguida 1g do solvente eutético, a fim de se obter uma relacdo de 1:10 em
massa. Em seguida, o tubo foi fechado e colocado em banho de 6leo a uma temperatura de
110 °C durante 90 minutos. A proporcdo massa:solvente é a indicada para haver boa
agitacdo. Ja a temperatura e o tempo de reacdo sdo apontados pelo autor como adequados
para que haja desconstrugdo da biomassa minimizando sua degradacdo. Apoés esse periodo,
as amostras foram retiradas do banho e recolhidas para posterior analise de caracteriza¢do da
lignina e quantificacdo dos agUcares totais. O solvente que apresentou o melhor resultado
dentro desses experimentos foi selecionado para o pré-tratamento em maior escala e posterior
hidrélise enzimética. Abaixo, na Figura 12, uma demonstracdo dos pré-tratamentos

realizados.

29



Figura 12: Experimentos do pré-tratamento em pequena escala para sele¢do do melhor Solvente Eutético

5.3. Caracterizacdo da Lignina

Os espectrogramas da lignina foram obtidos na faixa de 200 a 700 nm no aparelho
Espectramax do laboratério CleanTech. Para isso foi procedida a metodologia proposta por
Mohamad Ibrahim e Chuah (2004). Uma amostra de 5 mg de lignina foi dissolvida em 10 mL
de solucdo 90% (v/v) de dioxano-agua. Dessa aliquota, extraiu-se uma amostra de 1 mL e

diluiu-se em 25 mL de uma solucéo 50% (v/v) de dioxano-agua.

A partir da curva padrdo de lignina, as amostras pré-tratadas, que apresentaram uma
coloracdo mais escurecida — indicando presenca de lignina, também foram submetidas ao
aparelho Espectramax na faixa de 200 a 700 nm, para analisar qual solvente foi capaz de

solubilizar uma maior quantidade de lignina. Todas as andlises foram feitas em triplicata.

5.4. Teste Fenol-Sulfurico

Para a determinacdo dos acUcares totais liberados apds o pré-tratamento da biomassa
empregou-se 0 método do Fenol-Sulfurico descrito por Dubois et al (1959) com adaptacGes
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na quantidade dos reagentes. Para isso, adicionou-se 10 mg do sobrenadante dos ensaios de
pré-tratamento em um eppendorf de 2 mL. Em seguida, também foram adicionados 270 puL
de agua destilada, 270 pL de fenol 5% e 1460 pL de H2SO4 98%. A reacéo foi conduzida por

30 minutos, isto €, 0 tempo necessario para que a mistura esfriasse até temperatura ambiente.

Os teores de agUcares totais de cada amostra foram determinados utilizando-se
espectrofotometria a partir do aparelho Espectramax a um comprimento de onda de 490 nm.
Utilizou-se como curva padrédo cinco solucdes de glicose com concentracfes de 0,1 g/L,
0,08 g/L, 0,06 g/L, 0,04 g/I, 0,02 g/L.

5.5. Pré-Tratamento em escala ampliada

Apo6s a determinacdo do solvente que apresentou o melhor resultado para o pré-
tratamento da palha in natura em pequena escala, 0 experimento foi reproduzido em escala

ampliada com o proposito de determinar se uma futura aplicacdo industrial seria vidvel.

Procurou-se reproduzir as mesmas condi¢des usadas para o pré-tratamento de menor
proporgdo. Para tal, o ensaio foi aquecido em banho de 6leo na temperatura constante de
110°C durante 90 minutos. Contudo, para promover a homogeneizacdo da mistura utilizou-se
um agitador tipo ancora na rotacdo de 100 rpm imerso em um béquer de 2 litros. Durante o
experimento constatou-se que ndo era possivel reproduzir a propor¢do de 1:10 em massa de
palha:solvente uma vez que a mistura apresentou enorme viscosidade. Dessa maneira adotou-
se a proporcdo mais proxima dos testes em menor escala que tornou o experimento viavel.
Foram entdo adicionados 150 g de palha pré-tratada em 1,1 Kg de solvente, obtendo uma
relacdo em massa de 1:7,3. Apds o pré-tratamento, a biomassa passou por um processo de
lavagem para a retirada de solvente e impurezas solubilizadas na sua estrutura. Para isso foi
feita uma filtracdo em 4 etapas, todas utilizando papel de filtro quantitativo unifil C40 faixa
branca. Nas 2 primeiras etapas foram adicionado 200 mL de uma solucdo 50% (v/v) de
acetona-agua para uma amostra de 100g de biomassa pré-tratada. A solugéo foi entdo filtrada
até adquirir aspecto seco. O mesmo procedimento foi feito nas 2 ultimas etapas, mas dessa

vez, adicionando 200 mL de agua para 100g de biomassa.
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5.6. Caracterizacdo da palha in natura e pré-tratada

Foi realizada uma etapa de caracterizacdo da palha in natura e da palha pré-tratada
com Cloreto de Colina/Uréia. O procedimento seguiu o protocolo descrito por Sluiter e
colaboradores (2011) a fim de se quantificar solidos totais, cinzas, extrativos, determinacéo
de carboidratos estruturais e lignina insolavel. A fragdo de lignina solGvel ndo pbde ser
quantificada nas amostras pré-tratadas uma vez que sua quantificacdo torna-se imprecisa apos

0 pré-tratamento que leva a alteracdo da estrutura da lignina.

5.6.1. Determinacéo de sélidos totais, umidade e cinzas

O teor de sélidos totais foi determinado por meio da perda de umidade, diferenca de
massa entre 0 bagaco umido e seco. Para isso, cadinhos de porcelana foram secos em estufa a
105 °C por pelo menos 4 h, esfriados em um dessecador por 30 min para serem pesados e
tarados. A biomassa foi entdo pesada e posta na estufa, na mesma temperatura overnight.
Apbs esse periodo, a biomassa seca foi pesada e umidade calculada. Para determinacdo das
cinzas totais foi calculada a diferenca de massa entre a soma do cadinho com as cinzas e a
massa do proprio cadinho, o procedimento é similar ao da umidade, porém em cadinho

levado a mufla a 575 °C.

5.6.2. Determinacéo de extrativos

Nesta etapa, utilizou-se o método por extracdo de Soxhlet, em que cartuchos de
celulose atuam como uma membrana, para que ao final do processo ficasse apenas o
complexo lignoceluldsico extraido dentro do cartucho. Os cartuchos foram previamente
tarados a 105 °C, pesados, e colocou-se a quantidade de 1 grama de biomassa.

A extracdo foi feita, primeiramente, com agua destilada (95 = 5 mL), sendo a
temperatura da manta de aquecimento ajustada de uma maneira que fornecesse 4 a 5
sifonagdes por hora. O processo perdurou por um intervalo de tempo necessario para que o
liquido ao redor do cartucho se tornasse transparente (aproximadamente 6 horas). Apos a
extracdo feita com agua destilada, 0 mesmo procedimento foi repetido, porém com alcool
etilico 95 %. Seis amostras foram extraidas simultaneamente de forma que, ao término do

procedimento, trés cartuchos foram levados a estufa a 40 °C, para serem posteriormente
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utilizados na hidrolise &cida para determinacdo de carboidratos e lignina, e outros trés
cartuchos foram conduzidos a estufa a 105 °C, para a determinagdo dos extrativos. O
calculo dos extrativos se da pela diferenca de massa entre o bagago antes e depois do
processo de extracdo. Abaixo, a Figura 13 contém a representacdo do experimento de

extragdo tanto para dgua destilada como etanol 95%.

Figura 13: Esquematizacdo do experimento de remocao de extrativos

5.6.3 Determinacao de carboidratos e lignina

No procedimento, 0,300 g + 0,010 g de amostra com umidade inferior a 10 % foram
transferidos quantitativamente para tubos de hidrélise aos quais foram acrescidos 3 mL de
H2SO4 72 %, e foram postos em banho-maria em temperatura de 30 °C por 1 h agitando-0s
com o auxilio de uma haste de teflon. Apds, as amostras foram retiradas do banho e diluidas
para 4 % de H2SO4 adicionando 84 mL + 0,04 mL de H>O ultrapura deionizada.

Paralelamente, foi preparada a hidrolise acida de um padrdo de recuperacdo de
acucares adicionando a tubos de hidrdlise 10 mL de solugdo padrdo, contendo 3 g/L de
glicose, 2 g/L de xilose, 1 g/L de galactose e arabinose, e 348uL de H2SO4 72%, a fim de
mimetizar a concentracdo de acglcares potenciais das amostras. Tal padrdo tem por objetivo

estabelecer o efeito do &cido ao longo do procedimento em autoclave sobre as solucdes de
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acucar de concentracdes conhecidas, estimando o percentual de agUcares que deveria ser
recuperado da amostra para ao fim aplicar um fator de corregdo nos célculos procedentes.

Preparado o padrdo e as amostras, os tubos foram autoclavados por 1 h a 121 °C, 1
atm. Transcorrido o tempo de reacdo, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e
filtradas a vacuo em cadinho do qual foi feito peso seco ap6s ficar na mufla a 575 °C
overnight. O primeiro filtrado foi separado, armazenado e em seguida o tubo foi lavado com
agua até que toda a biomassa fosse recolhida. A amostra foi levada a estufa a 105 °C por 24
h, enquanto que o padrdo de recuperacdo e 20 mL do filtrado separado foram neutralizados
com CaCOg até que o pH atingisse uma faixa entre 5 e 6. Em seguida, o material neutralizado
foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para recolher o sobrenadante. Os padrdes de
recuperacdo e as amostras neutralizadas foram separados para analise posterior, assim como
uma amostragem do padrdo de recuperacdo de aclUcares que nao foi hidrolisado. Todos

posteriormente foram analisados em HPLC.

5.7. Dosagem enzimatica

Foi quantificada a atividade enzimética de FPase da enzima comercial Celluclast 1.5
L. Para a dosagem da concentracdo dos acucares redutores liberados nas reacdes enzimatica,
foi usada a metodologia DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). O reagente DNS
foi preparado misturando-se 10g do Acido 3,5-dinitrosalicilico, 16g de hidréxido de s6dio e
300g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sédio e potéssio), juntamente com H.O destilada
até ser completado o volume de 1000 ml (TEIXEIRA, SILVA, et al., 2012).

5.7.1 Atividade de FPase

Foi utilizada a metodologia padrédo descrita pela IUPAC para se determinar a
atividade da celulase em FPU/mL sobre o papel de filtro (GHOSE, 1987). No meio reacional
foram colocados 0,5ml de enzima comercial, previamente diluido em tampao citrato de sodio
50 mmol/L e pH 4,8, além de 1,0ml deste mesmo tampao citrato de sodio e uma tira de papel
de filtro Whatman n°l (aproximadamente 50 mg). As solugdes foram incubadas a 50°C

durante 60 minutos. Apos este periodo foram resfriadas em banho de gelo, e para interromper
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a reacdo adicionou-se 3 ml de DNS, fervendo as solugGes durante 5 minutos e novamente
resfriado-as em banho de gelo. Apds o resfriamento, foram adicionados 20 ml de H20
destilada em cada uma das solucbes e feita a leitura da absorbancia em 540 nm. Para a
determinacdo da concentracdo de acucares, uma curva padrdo de glicose foi construida de

acordo com o recomendado por Ghose (1987).

5.8. Hidrolise enzimatica

Neste estudo foi realizada a hidrolise de amostras de bagago pré-tratado com o
solvente eutético Cloreto de Colina/Uré¢ia a fim de determinar a eficiéncia do pré-tratamento
para diferentes cargas enzimaticas. Para tal, foram realizados ensaios com a quantidade de
biomassa fixada em 10% (p/p), na presenca do sistema aquoso contendo tampé&o e enzima
Celluclast 1.5L, em diferentes proporc6es de acordo com as cargas enzimaticas usadas.

Foi preparada uma solucdo mae com tampdo citrato de sédio 50 mM, mantendo o pH
a 4,8, e enzima Celluclast 1.5L diluidas em tampdo, cuja dosagem da FPase foi variada de
10, 15 e 20 FPU/g de biomassa. As amostras de palha pré-tratada foram pesadas diretamente
em Erlenmeyers de 250 mL onde foram acrescidas as devidas proporcfes da solugdo mée.
Para garantir auséncia de possiveis contaminantes microbianos, foi adicionado ao sistema
0,02% (p/v) de azida sodica de modo que o meio reacional fosse de 50g. Apds a montagem
do sistema, os Erlenmeyers foram vedados e incubados em shaker com agitacdo orbital de
180 rpm a 50 °C. Aliquotas foram retiradas com tempos de reacdo de 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8h,
10h, 24 h, 28h, 32h e 48h. Cada amostra foi armazenada em microtubos de 2,0 mL, os quais
foram levados a banho-maria a 100 °C por 5 min, com o objetivo de inativar as enzimas, e
em seguida centrifugados para posterior analise do sobrenadante por cromatografia liquida

de alta performance (HPLC).
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Para determinacdo do rendimento de hidrolise, é utilizada a seguinte equagdo
(SIQUEIRA et al, 2016):

R(%) = [Glicose] <09
o [Celulose] !

Onde:

R: rendimento da hidrdlise

[Glicose]: concentracdo de glicose da biomassa (g/l)
[Celulose]: concentracao de celulose da biomassa (g/1)
0,9: fator de converséo da celulose

5.9. Quantificacdo de monossacarideos do material pré-tratado e in natura

As amostras foram quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
sendo injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Shimadzu Corporation,
Japdo- modelo LC-10AT), equipado com os seguintes modulos: degaseificador (modelo
DGU-14A), bomba (modelo LC-10AT), autoinjetor (modelo SIL-20A), forno para coluna
(modelo CTO-10AS) e detector UV-VIS (modelo SPD-10AV) conectado em série com
detector de indice de refragdo (modelo RID-10A). A aquisi¢do e o tratamento dos dados
foram realizados pelo software Class VP 6.1 (Shimadzu Corporation, Japdo). Foi utilizada a
coluna Aminex HPX-87P sendo a fase mével uma solucdo 5mM de &cido sulfdrico com

vazéo de operacdo de 0,8 mL/min e temperatura de 60°C.
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Capitulo 6. Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os principais resultados e andlises referente ao pré-
tratamento em pequena escala da palha de cana-de-agucar com o0s solventes eutéticos, assim
como o pré-tratamento em escala aumentada e os resultados da hidrélise enzimatica para o

SE previamente escolhido.

6.1. Pré-tratamento da palha de cana de agicar com Solvente Eutético em
escala menor

A palha de cana-de-acucar foi submetida ao pré-tratamento com os 16 diferentes
solventes eutéticos descritos na se¢do 5.1 para estudos sobre a interacdo desses solventes
junto ao complexo lignoceluldsico. O pré-tratamento para ser eficiente deve ser capaz de
interagir, sobretudo, com as estruturas de lignina, que funcionam como barreiras ao acesso a
celulose (DE CASTRO, 2009). Para observar o comportamento de cada um dos 16 SE’s
estudados, analisou-se a fase liquida das amostras ap6s o pré-tratamento através de
espectrogramas em diferentes comprimentos de onda. Os espectros apresentaram
caracteristicas de lignina, com absorbancia maxima em 280nm, como era esperado
(FENGEL e WEGNER, 1984), e assim foi possivel determinar as concentracdes de lignina
solubilizadas ap6s o pré-tratamento. Os resultados obtidos podem ser verificados na Figura
14,
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Concentragao de Lignina (g/L)
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Figura 14: Concentracdo de lignina p6s pré-tratamento em pequena escala

Os solventes que mostraram melhores resultados no pré-tratamento foram o
ChCIl/HMal, com 14,01 £ 0,0297 g/L de lignina solavel, ChCI/HPhAc, com 12,60 + 0,0152
g/L e ChCI/HLac com 11,23 + 0,0167 g/L. Grande parte dos solventes apresentaram
resultados numa faixa média de 7,5 a 10 g/L.

Os solventes baseados em cloreto de colina tendem a ter melhores resultados do que
0s solventes compostos somente por acidos organicos, isso porque o ion CI- sdo fortes
aceptores de ligacao de hidrogénio e interagem intensamente com os grupamentos doadores
de ligacdo de hidrogénio presentes na lignina. Essas ligacdes formadas sdo capazes de
desestruturar o complexo lignocelulésico rompendo as ligagdes existentes, principalmente
entre a lignina e hemicelulose (LIU, CHEN, et al., 2017).

Além de se estudar a interacdo dos solventes com a lignina, também foi analisada
a remocao de celulose. A solubilidade desse biopolimero foi avaliada indiretamente a
partir da quantificacéo de agucares totais do liquido sobrenadante dos mini ensaios de pre-
tratamento com os solventes eutéticos pelo teste do fenol sulfdrico. Em consequéncia de a
celulose ser um polimero de monémeros de glicose, esse agucar foi escolhido como o
sacarideo representativo do ensaio. A Figura 15 contém os resultados da concentracdo de

glicose obtidos apds o pré-tratamento:
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Concentragao de Glicose (g/L)
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Figura 15: Concentracdo em g/L de glicose do meio liquido apds pré-tratamento

Como é possivel observar, os solventes eutéticos que obtiveram o melhor resultado
para a dissolucdo de lignina foram ChCl/Glicerol, ChCl/Uréia, ChCl/Acido Maldnico e
Acido Oxalico/Prolina. Vale destacar que as amostras contendo &cido oxalico formaram
uma mistura de solvente e palha pouco Umida, provocando a presenca de fibras de palha
durante a analise de ART pelo fenol sulfurico, o que sugere um aumento na concentracéo

de glicose acima do normal, portanto seu valor foi desconsiderado..

Em geral, a maioria dos solventes eutéticos ndo apresentam boa dissolucdo de
celulose (Dominguez de Maria, 2014), contudo ensaios recentes de Ren et al.(2016)
demonstraram que solventes eutéticos a base de cloreto de colina apresentaram
solubilidades de celulose relativamente elevadas para a sua razdo molar otimizada. Entre
estes, 0s que apresentaram melhores resultados foram ChCl/Imidazol, ChCl/Tiocianato de
Amonio e ChCl/Ureia. A esséncia da dissolucdo de celulose é a quebra de ligacdes de
hidrogénio da sua estrutura molecular (Ren et al., 2016). Com base no mecanismo de
doador e receptor de elétrons, a acessibilidade das ligacGes de hidrogénio para um
solvente esta associada a sua capacidade de dissolucdo (Pinkert et al., 2010; Liu et al.,

2011). Portanto, a basicidade da ligagdo de hidrogénio de solventes eutéticos a base de
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cloreto de colina controla a solubilidade da celulose, se comparado aos seus efeitos de
polarizacéo (Ren et al., 2016).

Diante dos resultados obtidos, eleger um unico solvente como o0 melhor ndo € uma
tarefa facil. Isso porque o melhor vai depender da finalidade visada aos produtos obtidos
pela palha. O principal objetivo do pré-tratamento é a deslignificacdo da biomassa para
aumentar a acessibilidade da celulose que representa as biorrefinarias uma potencial fonte
de carbono renovavel com aplicacbes em processos de bioconversdo de acucares a
biocombustiveis (BRAGA et al., 2009).

Entretanto, tem crescido o interesse na otimizagao dos recursos para agregar valor
a todas as substancias envolvidas no processo, como é o caso da lignina. Nos solventes
analisados, observa-se a existéncia dos que tem maior capacidade de dissolucdo de
polissacarideos e de lignina ao mesmo tempo, dos que possuem apenas uma dessas
caracteristicas e dos que ndo apresentaram capacidade de dissolu¢cdo em nenhuma das
analises. Observe a Tabela 3.

Solventes que apresentaram uma alta dissolucdo de polissacarideos e baixa de
lignina podem ser interessantes mesmo que ndo tenha causado uma grande
deslignificacdo. Isso porque é possivel recuperar os polissacarideos dissolvidos apenas
com a adi¢do de H>O (XU, SUN, et al., 2007), além de ter desestruturado o complexo

lignocelulosico, esperando-se melhores rendimentos numa hidrolise enzimatica.

SE’s nos quais a dissolucdo de polissacarideos ndo é muito alta, porém apresentam
uma boa deslignificacdo, podem ser Uteis, isso porque a principal estrutura que dificulta o
acesso enzimatico a celulose consegue ser removida de forma consideravel. Contudo é
possivel que estes solventes ndo se mostrem capazes de grandes modificacdes na
cristalinidade do material, 0 que pode ndo gerar rendimentos satisfatérios na etapa de

hidrdlise.
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Tabela 3: Comportamento dos SE’s no pré-tratamento

Alta
Elevada/Satisfatoria  Solubilizacao de

Solventes concentracéao de glicose Lignina

(<30¢g/L) (<74g/L)
ChCI/Gli SIM NAO
ChCI/HPhAC NAO SIM
ChCl/Ureia SIM SIM
ChCl/HLac NAO SIM
ChCIl/Hmal SIM SIM
ChCI/EtGly NAO NAO
ChCI/HOx NAO SIM
ChCI/HProp NAO SIM
ChCI/HAC NAO SIM
HLac / Alanina NAO SIM
HLac / Glicina NAO SIM
HLac / Histidina NAO SIM
HLac / Prolina SIM SIM
Uréia / Prolina NAO NAO
HOXx / Prolina SIM NAO
HProp / Prolina SIM SIM

Pode-se dizer que os solventes cuja dissolucdo de polissacarideos e de lignina
apresentaram bons resultados, possivelmente causaram maior desestruturacdo no

complexo lignocelulésico, removendo tanto lignina quanto hemicelulose. Este
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fracionamento pode ser interessante para a industria, agregando valor a essas substancias
ao longo da cadeia produtiva, além de se esperar melhores rendimentos em uma etapa de
hidrolise enzimatica. Entretanto a separacdo deste material tende a ter um custo maior, ja
que se faz necessaria lavagem com H2O (remocédo de polissacarideos) e uma lavagem
alcalina, com acetona (remocéo de lignina) (DI MARINO, STOCKMANN, et al., 2016).
Observe na Figura 16, a diferenca das solucGes obtida com a adi¢do de solucdo 50%(v/v)
de acetona em SE de uréia e de glicerol. E possivel observar maior deslignificacdo na

primeira amostra, da uréia, evidenciado pelo escurecimento do sobrenadante.

Figura 16: amostras dos solventes de ureia e de glicerol apds o pré-tratamento e adigdo de solucdo 50% (v/v)

acetona

Para o pré-tratamento em maior escala, foi escolhido o solvente que apresentou as
caracteristicas descritas no paragrafo acima, justamente pela variedade de possibilidades
de bioprodutos que podem ser obtidos a partir da obtengdo desses componentes
lignocelulosicos. Os solventes que apresentaram essas caracteristicas foram ChCl/Uréia,
ChCl/Acido malénico, HLac/Prolina e HProp/Prolina, entretanto os dois primeiros
apresentaram o0s melhores resultados nas andlises, sobretudo na dissolucdo de
polissacarideos. Foi escolhido o solvente ChCl/Ureia para a realizacdo do pré-tratamento
em escala maior, isso porque apesar do solvente formado por Acido malbnico ter

apresentado resultado melhor em relacdo a deslignificagcdo, ele possui uma maior
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viscosidade, o que dificulta 0 manuseio principalmente em escalas maiores. A 25°C, a
viscosidade do SE de ChCl/Uréia é 750 cP enquanto o do ChCl/Acido Maldnico é de
1124 cP (ZHANG, VIGIER, et al., 2012). Outro fator relevante para a escolha do

solvente foi o custo da matéria-prima, para a sua producdo. Como a ureia possui um valor

de mercado mais baixo que o acido malénico, o SE de ChCl/Ureia foi o escolhido.

6.2. Caracterizacdo quimica da palha in natura e da palha pré-tratada com

solvente eutético

Apds o pré-tratamento, foi recuperada uma quantidade de 105g de palha pré-tratada e

a partir dela foi realizada a caracterizacdo quimica que permitiu quantificar os constituintes

estruturais da palha pré-tratada com solvente eutético comparando com a caracterizacdo da

palha in natura, possibilitando assim a avaliacdo do efeito do pré-tratamento na estrutura da

biomassa. Na Tabela 4 estdo dispostos o percentual de massa seca de carboidratos estruturais,

da lignina, cinzas e extrativos presentes nas diferentes biomassas. Enquanto que na Tabela 5

encontram-se 0s percentuais obtidos dos constituintes principais da biomassa lignoceluldsica

- celulose, hemicelulose e lignina — para ambas as palhas.

Tabela 4: Caracterizacdo quimica dos componentes das palhas expressa em porcentagem de

massa seca
Composicdo (%) Palha in Palha Pre-
natura tratada
Lignina 24,70 £ 0,50 14,75+ 2,03
Glucana 32,01 +£0,37 36,90 + 3,00
Xilana 17,75+ 0,48 21,11 +1,43
Arabinana 1,42 + 0,05 1,77 £ 0,02
Cinzas 5,94 +0,31 8,66 + 0,33
Extrativos 10,45 + 0,81 -
TOTAL 92,28 83,19
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Tabela 5: Caracterizagdo dos principais constituintes da biomasa em porcentagem de massa

seca
Composicio (%) Palha in Palha Pre-
natura tratada
Lignina 24,70 + 0,50 14,75 + 2,03
Celulose 32,01 +£0,37 36,90 + 3,00
Hemicelulose 19,17 £ 0,53 22,88 +1,43
Cinzas 5,94 +0,31 8,66 + 0,33
Extrativos 10,45+ 0,81 -
TOTAL 92,28 83,19

A glucana, xilana e arabinana expressas nos resultados correspondem a
polissacarideos compostos por mondmeros de glicose, xilose e arabinose, respectivamente,
que sdo os principais agucares presentes na biomassa lignoceluldsica. Nota-se que os valores
percentuais de todos esses acUcares aumentaram apds a palha passar pelo pré-tratamento,
indicando que a desestruturacdo do complexo recalcitrante da biomassa in natura foi
promovida principalmente pela remocédo lignina. Esse fato confirma a literatura uma vez que
como parte da lignina estd na forma de composto fendlico, os solventes eutéticos que tem
cloreto de colina como base sdo particularmente Gteis na separacdo desses compostos (Tang
et al., 2015). Além disso, solventes eutéticos sdo associados a deslignificacdo e a reducédo da
cristalinidade da celulose porque sdo capazes de doar e aceitar protons e elétrons (Vigier et
al., 2014). Esta caracteristica dos SE’s possibilitou a formagao de liga¢dao de hidrogénio com

outros compostos, aumentando a sua capacidade de solvatacdo (Paiva et al., 2014).

Apesar do aumento da proporcao de glucanas ap0s o pré-tratamento, observa-se que
essa elevagdo foi pequena. Recentes estudos mostram que a maioria dos SE’s ndo apresenta
uma boa dissolucdo de celulose (Dominguez et al., 2014). De acordo com Virgier et al.
(2015), o motivo poderia ser a existéncia de fortes redes de ligagdes de hidrogénio, tanto

pela celulose como pelo SE , na qual a dissolucdo da celulose no solvente requer que duas
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redes de ligacbes de hidrogénio sejam dissociadas para formar um sistema
termodinamicamente estavel (Vigier et al., 2015). Devido a forte energia coesiva da

celulose, a sua dissolucao é dificil.

Outro dado relevante é que a quantificacdo dos extrativos no material pré-tratado foi
desprezada imaginando que somente 0 pré-tratamento seria necessario para a sua remocao.
Contudo, com o valor da composicdo total correspondendo a 83,19%, bem abaixo dos
92,28% da in natura, € muito possivel que o pré-tratamento nao foi capaz de removeé-los.
Como o processo de caracterizacdo da biomassa adotado envolve muitas etapas, € aceitavel

que o balanc¢o de massa fique em torno de 80-100%.

A partir dos dados da caracterizacdo, constatou-se uma remocao de cerca de 40,2%
da lignina apos o pré-tratamento. Com relacdo a estrutura do complexo celulésico, ndo é
possivel fazer alguma afirmacdo acerca da quebra da sua cristalinidade. De modo geral,
apenas com os resultados da composicao estrutural da biomassa, € possivel afirmar que o
pré-tratamento foi efetivo, uma vez que a remocgéo da lignina € o principal impedimento

para a hidrolise da celulose.

6.3. Hidrdlise enzimatica

A partir dos resultados de analise dos solventes, o que apresentou melhores condicdes
para um possivel uso em escala industrial foi o ChCl/Uréia. Foram realizados ensaios de
hidrélise para se observar a eficiéncia do pré-tratamento realizado. Para uma carga de massa
fixa (10%m/m), realizou-se o ensaio com trés condicdes diferentes de carga enzimatica, 10,
15e 20 FPU.

Foram analisados os cromatogramas obtidos pelo HPLC, e a partir deles foi possivel
encontrar as concentraces de glicose e xilose ao longo do tempo de reacdo, e assim

entender a cinética de formacéo desses agucares (Figuras 17 e 18).
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Figura 17: Cinética de Formagdo de Glicose ao longo da Hidrolise Enzimatica.

E possivel perceber que nas primeiras 8 horas de reacéo, os ensaios de atividade 15 e
20 FPU apresentaram um perfil cinético muito parecido e s6 a partir de 10 horas que 0s
ensaios comegaram a apresentar resultados um pouco diferentes. Os rendimentos calculados

de hidrdlise referente a cada condicdo estdo na Tabela 6.

Tabela 6: Rendimento de Glicose na hidrolise enzimatica

Carga Enzimética /
) 10 FPU 15FPU 20 FPU
g de biomassa

Rendimento de 13% 17% 19%
Glicose

A melhor condicdo para a hidrdlise se mostrou a de 15 FPU mesmo a condigéo de 20
FPU tendo alcancado melhor resultado de rendimento. Isso porque ao analisar o perfil
cinético, nota-se que a formacdo de glicose é praticamente igual nas primeiras horas de
reacao, e no final da reacéo os resultados sdo muito proximos. No tempo de 48h de reacéo a
condicdo de 15 FPU apresentou uma concentracdo de glicose de 6,73 + 0,9589 g/L enquanto

para 20 FPU a concentracdo foi de 7,35 + 0,48831 g/L. Portanto como essas condig¢des
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apresentam perfis parecidos, considera-se o fator de custo das enzimas ao se escolher a
condicgéo de 15 FPU como a mais indicada (usa menos enzima). Para esta atividade obteve-se
um valor de rendimento de 17%, este resultado ndo era esperado, uma vez que foi
consideravel a deslignificacdo da palha durante o pré-tratamento, 0 que aumentaria a

disponibilidade da celulose ao ataque enzimatico.
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Figura 18: Cinética de Formacéo de Xilose ao longo da Hidrdlise Enzimatica

Quando observada a formacédo de xilose, a condi¢do de 15 FPU também mostrou-se
como a mais atraente justamente por apresentar perfis similares a condicdo de 20 FPU, porém
sendo uma condicdo de menor custo. No ponto de 48h para 15 FPU obteve-se uma
concentracdo de xilose de 1,97 + 0,3216 g/L e para 20 FPU uma concentracdo de 2,385 +
0,1170 g/L. A condicdo de 15 FPU apresentou um rendimento de 8%, um valor também

abaixo do que se espera para um pré-tratamento.

Em relacdo a celobiose, sua presenca ndo foi significativa ao longo da hidrolise. Em
grande parte do processo nao foram detectados picos nos cromatogramas, apenas no final da
reacdo foi percebida a presenca deste acucar e mesmo assim em pequenas concentragdes.
Assim ¢ possivel afirmar a presenca da B-glicosidade na enzima utilizada, ja que ela é

responsavel pela clivagem da celobiose em glicose.
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Uma possibilidade para a hidrdlise ndo ter apresentado rendimentos satisfatorios é
um eventual erro na técnica aplicada, uma vez que o pré-tratamento em escala maior
mostrou-se eficaz. Outro ponto percebido ao longo da reacdo foi a dificuldade de contato,
mesmo com agitacdo, da palha com a fase aquosa, uma vez que o volume ocupado pela
palha era consideravel em relacdo ao volume da mistura tampdo e enzima. Pode ser que
diminuindo a carga de biomassa no pré-tratamento o contato das enzimas com a palha

aumente, melhorando os rendimentos de hidrélise.

Capitulo 7. Projeto de Processo de Conversao da Biomassa Vegetal

O objetivo dos processos tecnoldgicos numa biorrefinaria sdo a despolimerizacéao e a
desoxigenacdo dos compostos da biomassa para a conversdo de matéria-prima em produtos
valiosos (CHERUBINI, 2010). A partir dos experimentos do presente trabalho, desde a
trituracdo da palha de cana in natura até o inicio dos procedimentos para a recuperagdo do
solvente utilizado para o pre-tratamento do biomaterial, desenvolveu-se um fluxograma para

uma possivel aplicacdo industrial em escalas ampliadas para uma base méassica de 100 Kg.

Dentre os diferentes processos integrados para conversdo de biomassa em diversos
produtos, o presente trabalho focou sua atencdo para o processo de pré-tratamento da
biomassa e 0 processo de recuperacdo do solvente eutético, uma vez que essas sdo as etapas
responsaveis por determinar a viabilidade desse método tanto pela sua capacidade em
propiciar o aproveitamento dos componentes da biomassa e possibilitar a reutilizacdo do
solvente no processo. Para facilitar a visualizagdo do projeto, o processo global foi dividido
em trés etapas: pré-tratamento (Figura 19), obtencdo de lignina e hemicelulose (Figura 20), e

recuperacao do solvente (Figura 21).

O processo ¢ iniciado com os 100 Kg de palha in natura passando por um moinho
repicador para que ocorra a trituracdo do material anterior ao pré-tratamento. Essa etapa do
processo permite que a biomassa seja uniformizada para o tamanho de particula de escolha e
aumenta a acessibilidade dos solventes eutéticos a estrutura da biomassa lignocelulésica por
meio de mudangas na estrutura da biomassa como o aumento da area superficial,
desfibrilacdo e algumas vezes a reducdo do grau de polimerizacdo e da cristalizagdo, sem
alterar sua composicdo quimica (ALVIRA et al., 2010). Nessa etapa, ndo é considerada perda

de material, sendo ele todo prosseguido para a etapa de pré-tratamento.
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A etapa de pré-tratamento é realizada em um reator industrial CSTR operado em
regime batelada com agitacdo mecanica e manta de aquecimento. A escolha desse modelo de
reator foi devido a algumas observacOes feitas no ensaio de pré-tratamento em escala
ampliada. Durante esse experimento observou-se que a mistura entre a palha e o solvente
deve ter o maior grau de homogeneidade possivel para que a interacdo entre a palha e o
solvente seja o uniforme possibilitando a biomassa possuir a mesma composicdo méassica em
constituintes apds o pré-tratamento. A importancia de um sistema de aquecimento também se
da pelo mesmo motivo de producdo de um material pré-tratado uniforme em relacdo a sua
composicdo. E indicado o uso de uma camisa externa de aquecimento simples pela sua
praticidade e baixo custo e capacidade de manter a mistura reacional sob uma temperatura

ajustavel, nesse caso 110 °C.

Para um processo de 100 Kg de biomassa é adicionado 1 tonelada de solvente, ou
seja, optou-se pela manutengdo da proporcao da razdo 1:10 de biomassa:solvente, uma vez
que a reacdo ocorrendo em um reator, os problemas encontrados com relagéo a viscosidade
no laboratério serdo facilmente contornados. As condi¢des de operacdo foram as mesmas
usadas para o pré-tratamento em pequena escala, de razdo massica 1:10, temperatura de 110

°C durante 90 minutos porgue sdo os mais recomendados na literatura.

Considerando que ndo houve perdas no processo, a corrente de saida do reator
batelada sera de 1,1 tonelada da mistura palha:solvente. O processo passara por 4 lavagens de
forma similar ao realizado durante os experimentos. Para a primeira lavagem serdo
adicionados 2 L de uma solugdo 50% (v/v) de acetona-agua para cada 1 Kg de material pré-
tratada. A solugdo serd filtrada, recolhendo-se o liquido e levando a palha seca para a
segunda lavagem, que ocorrera nas mesmas condicdes que a anterior (Figura 19). Os lavados
1 e 2 sdo juntados e conduzidos a uma microfiltracdo (MF1). Antes, porém, € adicionada
uma solucdo de &cido cloridrico até que a solucdo atinja pH 2,0 — determinado
experimentalmente como o de melhor custo-beneficio para o processo - para precipitar a
lignina solubilizada em solucdo, aumentando a quantidade de lignina que sera filtrada. O
permeado da MF1 passard por uma nanofiltragdo (NF1) para se recuperar as moléculas de
lignina mais finas. Contudo, pelo tamanho das moléculas de hemicelulose que estdo
solubilizadas, elas também ficam retidas nesses processos de filtragdo, portanto as correntes

recuperadas tanto da MF1 quanto da NF1 (por retrolavagem) sdo solugdes ricas em lignina,
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hemicelulose e agua. J& o permeado da NF1 serd composto basicamente por solvente
eutético, 4gua e acetona (Figura 20).

A biomassa que passou pelas 2 primeiras etapas da lavagem — palha lavada - sera
destinada a 3° e 4° lavagem que sera feita dessa vez apenas adicionando 2 L de agua para
cada 1 Kg de material. O material sera filtrado por um filtro prensa, sendo sua fase solida
seca obtida a prdpria biomassa que sera destinada para a hidrélise enzimética e posterior
fermentacdo de acordo com o produto final de interesse. Ja a fase liquida das ultimas duas
lavagens é direcionada, assim como a fase liquida da 1° e 2° lavagens, para uma MF2 e NF2.
Nessa etapa do processo, também ¢é adicionada acido cloridrico, embora em menor
quantidade, para recuperar a lignina soltvel. Os recuperados da MF2 e da NF2 pela
retrolavagem, contendo lignina, hemicelulose (solubilizada) e agua, sdo juntados aos
recuperados do lavado 1 e 2, e sdo levados a um tanque de decantacdo onde é possivel a
separacdo da lignina da solucdo de agua e hemicelulose. Para a obtencdo da hemicelulose,
esta corrente aquosa é levada a um destilador (Figura 20). O permeado da NF2 serad
composto apenas por dgua que podera ser reutilizada no processo, e o permeado da NF1
formado por solvente eutético, agua e acetona € levado a um destilador onde € possivel a

recuperacao do solvente (Figura 21).

Etapa 1: Pré-Tratamento

Solucdo Acetona

50%v/v Hz0
Solvente Entético frensa Lavadolel
Palha Pré-Tratada (Solv. Eutético + H20 + Acetona)
Palha Triturada ’ / !
R Paé‘;fa’::a:; Prensa Lavado 3 ¢ 4
Palha in naiura ) i & il {H20 + Acetona)

Patha Filtrada
apos Lavagem

Figura 19: Etapa do pré-tratamento do processo proposto
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Destilador

Etapa 2: Obtencéo de Lignina e . . H20 (Recirculagio)
& _— H20 + Hemicelulose Soluvel
Hemicelulose H20 + Lignina +
Hemicelulose Soluwvel
Lignina
HOl Hemicelulose
!_ = 4 [
fF 1 H:0
Lavadole?2 _ (Retrolavagem)
(Solv. Eutético + H20 + Acetona + % e
Lignina Solivel + Hemicelulose Solivel) Permeado MF 1 : NF ] 0
Y (Retrolavagem)
(Solv. Eutético + H20 +Acetona + Lignina [ 4 —
HC + Hemicelulose Solavel)
Permeado NF 1

H:0
Lavado3e 4 (Eeuola\f_gm)
(H20 + Lignina Solovel
+ Hemicelulose Solvel)
Permeado MF 2

{Solv. Eutético + H20 +Acetona)

NF 2 H20
{Retrolavagem)

(H20 + Lignina + Hemicelulose Soluvel)

Permeado NF 2
H:20 (Recirculacio)

Figura 20: Etapa de obtencdo de lignina e Hemicelulose do processo proposto

Etapa 3: Recuperacdo do Solvente

Pemmeado NF 1

(Solv. Eutético + H20 +Acetona)

——————— Acetona (recirculacio)

H:0 (Recirculagio)

» Solv. Eutétco (recirculacio)

Figura 11: Etapa de recuperacdo do solvente do processo proposto
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Capitulo 8. Conclusdes

Neste trabalho pdde-se observar a interagdo de diferentes SE’s com o complexo
lignocelulésico da palha-de-cana. Os SE’s formados por ChCl, no geral, apresentaram
melhores condicfes de desestruturacdo do complexo lignocelulésico do que os constituidos
de acidos organicos e aminoacidos.

Dentre os solventes analisados, o que apresentou melhores condi¢fes num eventual
uso em escala industrial foi o ChCl/Uréia. A alta viscosidade desse solvente € um fator que
dificulta seu manuseio no processo em escala aumentada, contudo, ele mostrou uma boa
capacidade de deslignificacdo. Estudos futuros de difracdo por raio X podem indicar se
houve reducdo no grau de polimerizagdo e/ou diminuicdo da cristalinidade da celulose da
biomassa corroborando para a tese de que o pré-tratamento surtiu efeito. Além disso, para
qgue este método de pré-tratamento seja validado, é necessario realizar estudos mais
aprofundados sobre a recuperacdo deste solvente e das substancias nele solubilizadas. 1sso
porque uma das vantagens em relacdo a outros processos, como os LI’s por exemplo, ¢é
justamente o custo desses solventes, entdo é necessario que estes processos de recuperacao
sejam eficientes e ndo encarecam 0 processo

A hidrdlise enzimatica ndo apresentou bons rendimentos na formacdo de glicose e
xilose, 0 que ndo era esperado diante da remoc&o de lignina observada no pré-tratamento. E
importante realizar estudos para que se chegue na melhor relacdo carga massa de biomassa
possivel, ja que isso foi apontado como um possivel problema nesta etapa. A otimizacéo das
condicdes é necessaria para uma futura analise de rendimento do processo, e assim, ser

possivel a validacdo do processo.
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