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RESUMO

O uso continuo da energia féssil vem sendo relatado como um problema para
o futuro por envolver fontes finitas de energia cuja exploragdo desenfreada é
prejudicial para o planeta. No intuito de contornar estes problemas, fontes renovaveis
de energia vém sendo investigadas para substituir combustiveis fosseis como a
gasolina e o Oleo diesel. A biomassa vegetal, de composicéo lignoceluldsica,
representa uma fonte inesgotavel de polissacarideos como a celulose e as
hemiceluloses que podem ser convertidos por hidrolise acida ou enzimatica e posterior
fermentacao a etanol de segunda geragéo, na tentativa de ampliar a importancia do
etanol como biocombustivel alternativo. O Brasil € um dos maiores produtores mundial
de cana-de-agucar e devido a isto, a geracéo de residuos do processamento da cana,
denominados palha e bagacgo, tem atraido a atengédo dos pesquisadores por oferecer
uma boa opg¢ao para a produgao deste biocombustivel. Para que isto seja possivel, é
necessario primeiramente realizar um pré-tratamento a fim de aumentar a
acessibilidade quimica da celulose, uma vez que esta se encontra embebida em uma
matriz composta por hemiceluloses e lignina. A composig¢ao quimica da palha de cana-
de-acgucar revelou teores interessantes de celulose para producédo de etanol. Além
disso, o baixo teor de lignina indica que a palha pode apresentar boa susceptibilidade
ao pré-tratamento. No entanto, a caracterizagcdo de seus componentes
macromoleculares revelou, de forma qualitativa, que a lignina possui mais unidades
guaiacila em sua estrutura, indicando uma estrutura mais condensada e com maior
associacdo com os carboidratos, o que poderia dificultar a etapa de pré-tratamento. O
pré-tratamento foi realizado utilizando dois planejamentos fatoriais 23 com e sem
catalise acida. O objetivo dos planejamentos foi o de avaliar os efeitos da temperatura
(180 e 210 °C), do tempo de permanéncia no reator (5 e 10 min), da umidade da
biomassa (8,4 e 29,5 %) e da concentragédo de acido fosforico (9,5 e 19 mg acido/g
palha seca) sobre a estrutura e reatividade do material lignocelulésico. Este estudo
revelou que o aumento da umidade da palha ndo exerceu influéncia sobre a
solubilizacdo das hemiceluloses e, consequentemente, sobre o aumento da
acessibilidade da celulose a hidrélise enzimatica, ao passo que o aumento da
concentracdo de acido foi de suma importancia para a hidrolise das hemiceluloses,
assim como a temperatura e o tempo de pré-tratamento. A partir dos resultados de
recuperacgao de glucose no pré-tratamento e dos dados da conversao de celulose em
glucose via hidrolise enzimatica, foi possivel selecionar condi¢des que pudessem
maximizar os rendimentos do processo, sendo elas 9,5 mg de H3zPO4 por grama de
palha seca e 180 °C por 10 min, que apresentou uma recuperagao de glucose, xilose
e arabinose de 90,0, 80,8 e 76,6 %, respectivamente, e uma sacarificagao da celulose
de 64,5 % empregando a enzima Cellic CTec 2 (Novozymes) a 2,5 mg enzima por g
de bagacgo seco em ensaios de hidrélise realizados a 8 % em relagdo ao peso seco
do substrato. A caracterizagdo do substrato obtido nestas condi¢des revelou que o
pré-tratamento forneceu uma celulose com maior indice de cristalinidade,
provavelmente devido a reorganizacdo supramolecular de cadeias de menor grau de
polimerizagdo, sendo este aproximadamente a metade daquele caracterizado no
material in natura. Por outro lado, a lignina apresentou menor massa molar média,
paralelamente a uma estrutura de maior grau de condensagao.

Palavras-chave: Etanol. Palha de cana. Caracterizacdo quimica. Explosao a vapor.
Hidrolise enzimatica.



ABSTRACT

The continuous use of fossil energy has been related as a problem for the
future once it involves finite energy sources whose unbridled exploitation is harmful to
the planet. In order to overcome these problems, renewable energy sources are being
investigated to replace fossil fuels such as petrol and diesel oil. The vegetable
biomass, lignocellulosic composition, represents an inexhaustible source of
polysaccharides such as cellulose and hemicellulose that can be converted by acid or
enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation to second generation ethanol, in
an attempt to magnify the importance of ethanol as an alternative biofuel. Brazil is one
of the world’s largest producers of sugarcane and because of this, the generation of
waste from cane processing, named bagasse and straw, has attracted the attention of
researchers by offering a good choice for the production of this biofuel. To make this
possible, first a pretreatment performance is necessary in order to increase
accessibility of cellulose, since it's embedded in a matrix of hemicellulose and lignin.
The chemical composition of sugarcane straw revealed interesting contents of
cellulose to ethanol production. Furthermore, the low lignin content indicates that the
straw may have good susceptibility toward pretreatment. However, the
characterization of the macromolecular components revealed, in a qualitative way, that
straw lignin structure has more guaiacyl units, indicating a more condensed lignin and
more associated with carbohydrates, which could hamper the pretreatment step. The
pretreatment was performed by two factorial designs 23 with and without acid catalysis.
The objective was evaluate the effects of temperature (180 e 210 °C), residence time
in the reactor (5 and 10 min), biomass moisture (8.4 and 29.5 wt %) and concentration
of phosphoric acid (9.5 and 19 mg acid / g dry straw) on the structure and reactivity of
lignocellulosic material. This study showed that the increasing of the straw moisture
did not influence the solubilization of hemicellulose and, consequently, on increasing
of cellulose accessibility to enzymatic hydrolysis, whereas the concentration of acid
was of great importance for the hydrolysis of hemicellulose as well as temperature and
time of pretreatment. Based on the results of glucose recovery in the pretreatment and
data conversion of cellulose in glucose via enzymatic hydrolysis, it was possible to
select conditions that would maximize the process yields, which were 9.5 mg of H3PO4
per gram of dry straw and 180 °C for 10 min, with a recovery of glucose, xylose and
arabinose of 90.0, 80.8 and 76.6 %, respectively, and a cellulose saccharification of
62,5 % using the Cellic CTec 2 (Novozymes) enzyme to a load of 2,5 mg enzyme per
gram of dry bagasse in hydrolysis assays performed at 8 % in relation of the dry weight
of the substrate. The characterization of the substrate obtained under these conditions
showed that the pretreatment provided a cellulose with higher crystallinity, probably
due to the reorganization of supramolecular chains with lower degree of
polymerization, being approximately half of that featured in the raw material. Moreover,
the lignin had lower average molar weight in addition to a structure with higher degree
of condensation.

Keywords: Ethanol. Sugarcane straw. Chemical characterization. Steam explosion.
Enzymatic hydrolysis.
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1. Introducgao

11  Fontes de Energia

Por cerca de duas décadas, o termo “desenvolvimento sustentavel” tem
predominado nas discussdes sobre como cuidar melhor do nosso planeta, o que
também implica em melhores condi¢cdes de vida e de prosperidade para toda a raca
humana. Portanto, a sustentabilidade engloba ndo somente questdes ecoldgicas, mas
também aspectos econdmicos e sociais, que devem ser sempre considerados de
forma integrada e coletiva. Uma definicdo abrangente para sustentabilidade foi
inicialmente proposta pela Comissdo Brundtland, por ocasido da Conferéncia Rio
1992. O relatério de Brundtland define desenvolvimento sustentavel como um
“processo que atende as necessidades do presente sem comprometer a capacidade
das geracgdes futuras em atender as suas proprias necessidades”. Neste sentido, a
energia desempenha um papel crucial no desenvolvimento sustentavel da
humanidade (PASKA et al., 2009).

Um dos maiores problemas do modelo energético atual, baseado em fontes
nao renovaveis como carvao, petrdleo e gas natural, € que, a menos que medidas
urgentes sejam tomadas, o crescimento da demanda levard a um aumento no custo
dos combustiveis convencionais. Porém, outros desafios também estdo diretamente
relacionados ao presente modelo. Primeiro, existem os recorrentes danos ambientais
causados pelo sistema energético convencional, como derramamentos de petroleo,
acidentes nucleares, vazamentos de metano e emissdes de gases do efeito estufa.
Segundo, tornam-se cada vez mais evidentes os riscos relacionados a seguranga
energética de paises que ainda se encontram em desenvolvimento (DE ALEGRIA
MANCISIDOR et al., 2009), com implicagdes importantes na seguranga alimentar.
Sendo assim, a manutencdo do uso descontrolado de energia féssil encontra-se no
sentido oposto a tentativa de garantir processos sustentaveis que preservem o0s
ecossistemas, particularmente por serem fontes finitas e controladas por economias
instaveis e, geralmente, antidemocraticas. O combate ao uso destas fontes de energia
vem sendo baseado principalmente em questdbes ambientais, que foram
materializadas por mecanismos internacionais de controle, como o Protocolo de

Kyoto, que impde metas de reducado de emissdes dos gases do efeito estufa e de



sustentabilidade ambiental para todos os paises signatarios (NIKNAM; FIROUZI,
2009).

O sistema energético internacional é fortemente dependente de combustiveis
fosseis que ainda contribuem com mais de 80% da demanda energética mundial.
Dentre os variados tipos de combustiveis fosseis, os derivados do petrdleo sdo os
mais significativos, representando 38% do consumo mundial de energia, seguido pelo
carvao (26%) e pelo gas (23%) (SRIROTH et al., 2010). O setor de transporte &
responsavel por 70% das emissdes globais de monodxido de carbono (CO) e 19% das
emissdes globais de diéxido de carbono (CO2), os quais contribuem para o efeito
estufa. Estes fatores, juntamente a outros como o dramatico aumento no prego do
petréleo, a natureza finita das fontes fosseis, as preocupacdes crescentes sobre
impacto ambiental e as questdes relativas a saude e a segurancga, estdo forcando a
busca de novas fontes de energia e novas alternativas de transporte para o mundo
moderno (BALAT, 2011).

Fontes renovaveis de energia sao inesgotaveis e possuem impacto menos
adverso sobre o meio ambiente do que os combustiveis fosseis (KORONEQOS et al.,
2003). Na verdade, alguns autores alertam que estas formas de energia representam
a unica garantia confiavel para o atendimento da demanda energética do futuro
(PASKA et al., 2009). Dentre as diversas formas de energia renovavel que se
encontram na literatura, merecem mencao a energia edlica, a energia solar, a energia
das marés, a energia hidroelétrica, a energia geotérmica e a energia da biomassa
(DUTRA; SZKLO, 2008; PATERNIANI; SILVA, 2005; ANGELIS-DIMAKIS et al., 2011,
KILICASLAN et al., 1999).

Atualmente, as fontes de energia renovavel fornecem em torno de 15 a 20 %
da demanda mundial de energia, sendo a biomassa a principal delas. Uma série de
estudos sobre este cenario tém demonstrado o potencial com que as energias
renovaveis poderao contribuir para o abastecimento energético global, indicando que,
na segunda metade do século 21, estas corresponderao a mais de 50% da demanda,
particularmente devido a implementag¢ao de novas politicas publicas em favor do meio
ambiente (AKELLA et al., 2009). No entanto, a utilizagcdo em grande escala dessas
fontes de energia renovavel ainda enfrenta problemas estruturais, como dificuldades
logisticas e custos de producgéo.

A biomassa vegetal tem grande potencial como fonte de energia renovavel,

tanto pela sua ampla disponibilidade como pelos seus desempenhos ambiental, social



e econdmico, podendo ser usada para varios propositos industriais, como a producéo
de biocombustiveis e de insumos quimicos e bioquimicos de alto valor agregado (LIU
et al., 2010).

1.2 Biomassa vegetal

Ao contrario das fontes fosseis de energia, como o petréleo e o carvao
mineral, a produgao de biomassa vegetal é considerada renovavel por apresentar um
ciclo anual, muito mais favoravel para garantir o suprimento e a sustentabilidade de
nossos processos industriais (PUBVET, 2008). Como exemplos de biomassas
amplamente empregadas para fins energéticos figuram os materiais ditos
lignoceluldsicos, que possuem em sua composigao cerca de dois ter¢os a trés quartos
de carboidratos estruturais (celulose e hemiceluloses) que podem ser quebrados para
liberar agucares simples que, por sua vez, podem ser convertidos, bioldégica ou
quimicamente, a uma vasta gama de produtos quimicos, biomoléculas e
biocombustiveis liquidos como o etanol (DEMARTINI; WYMAN, 2011). No entanto,
algumas destas aplicagbes sdo limitadas pela associagdo que existe entre os trés
componentes estruturais da parede vegetal, a celulose, as hemiceluloses e a lignina
(RAMOS, 2003). Diversos tipos de materiais lignocelulésicos podem ser utilizados
para a produc¢ao de biocombustiveis e insumos quimicos, tais como madeiras moles
(coniferas), madeiras duras (folhosas), residuos florestais, residuos agricolas e lixo
organico municipal (CARDONA et al., 2010).

As matérias-primas de origem agricola podem ser classificadas em trés
grandes categorias: sacarinicas, amilaceas e celuldsicas. As sacarinicas, como a
cana-de-agucar, contém acgucares simples que podem ser diretamente fermentados
por bactérias ou leveduras para produzir etanol, dentre outros. As amilaceas, como o
milho e a batata, oferecem o amido para processos de bioconversao e as celuldsicas,
representadas por materiais como cavacos de madeira, serragem, aparas,
costaneiras, palhadas e bagagos, contém celulose e hemiceluloses para este mesmo
fim. No entanto, estes polissacarideos devem ser primeiro convertidos a agucares
simples por meio de um pré-tratamento e/ou hidrolise para entdo serem fermentados

adequadamente. Neste sentido, a hidrélise do amido € muito mais simples do que a



hidrolise da celulose, devido ao grau de associacdo molecular que existe ao nivel da
parede celular de plantas superiores (DEMIRBAS, 2011).

Como dito acima, materiais lignocelulésicos ndo contém monossacarideos
prontamente disponiveis para a bioconversdo. Ao invés disso, eles contém
polissacarideos que devem ser hidrolisados, por acidos ou enzimas, a agucares
fermentesciveis (CARDONA et al., 2010). Sendo assim, a utilizacdo industrial de seus
diferentes componentes requer uma separagao seletiva. Isto implica na ruptura do
complexo lignina-carboidratos e na remo¢ao de cada uma destas fragdes por técnicas

de pré-tratamento, extragdo aquosa e deslignificacdo (RAMOS, 2000).

1.3 Composicao quimica da biomassa vegetal

Quantitativamente, a biomassa lignocelulésica contém cerca de 60 a 70% de
carboidratos, compostos majoritariamente por celulose (CsH1005)n € hemiceluloses
(CsHsO4)m, e até 20-30% de lignina [CoH1003(OCHs)o.9-1.7]x (BALAT et al., 2008), que
variam qualitativa e quantitativamente de acordo com a espécie (FERNANDES et al.,
2009), local, condigdes de cultivo, colheita, tempo de estocagem e até mesmo em
funcao do tipo de tecido vegetal em questéo (LIU et al., 2010). A Tabela 1 mostra a
diferenga no porcentual dos principais constituintes em diferentes tipos de materiais

lignoceluldsicos.

TABELA 1. COMPOSICAO LIGNOCELULOSICA (%) EM DIFERENTES PLANTAS
(AHMED et al., 2001).

Planta Celulose  Hemiceluloses  Lignina
Gramineas 25-40 25-50 10-30
Coniferas 45-50 25-35 25-35
Folhosas 45-55 24-40 18-25

As propriedades estruturais da lignocelulose nativa podem ser justificadas
pela associagdo intima que existe entre esses trés componentes macromoleculares
da parede celular. Em suma, estruturas microfibrilares da celulose encontram-se
embebidas em uma matriz composta por hemiceluloses e lignina cuja fungao

estrutural é de agir como barreira natural a degradagao microbiana (RAMOS, 2000).



A Figura 1 mostra como acontece a formagao das microfibrilas.
Primeiramente, unidades de glucose se ligam através de ligagbes glicosidicas para
dar origem a uma cadeia unitaria de celulose (1), cujo grau de polimerizagéo (GP) vai
depender do tipo de planta, podendo variar de 2000 a 25000 unidades de glucose
(FESTICCI-BUSELLI et al., 2007). As cadeias de celulose se agrupam de forma
ordenada através de ligagdes de hidrogénio, formando as fibrilas elementares ou
cristalitos (2), contendo 36 cadeias de celulose. Por sua vez, quatro fibrilas
elementares, com uma espessura meédia de 3,5 nm cada, associam-se umas as outras
para formar cristais de celulose, cujas dimensbes dependem da origem e do
tratamento da amostra (FENGEL; WEGENER 1989 citado por RAMOS 2003), que
darao origem a celulose cristalina (3). As fibrilas elementares sdo entdo conectadas
por uma monocamada de hemiceluloses, gerando uma estrutura de 25 nm de largura
que se encontram embebidas em uma matriz de hemiceluloses e protolignina (4).
Desta maneira, o composto natural que resulta dessa estreita associacdo € a
microfibrila de celulose (RAMOS, 2003; HIMMEL et al., 2007).

oy, (2)

FIGURA 1. ASSOCIAGAO QUIMICA NA PAREDE CELULAR DE VEGETAIS
SUPERIORES (RAMOS, 2003).



1.3.1 Celulose

A celulose é o composto organico mais abundante na natureza (MORAIS et
al., 2005), pois constitui entre 40-50% de quase todas as plantas (KLOCK et al., 2006).
Este polissacarideo tem fungdes estruturais e € sintetizado por um complexo
enzimatico denominado celulose sintetase, que € considerado o principal dissipador
do carbono atmosférico nas plantas (FESTICCI-BUSELLI et al., 2007). Trata-se de um
homopolissacarideo linear formado por unidades de D-glucose (D-glucopiranose)
ligadas umas as outras por ligagcées B-(1-4) glicosidicas (B-D-glucanas) (RAMOS,
2003) (Figura 2). A glucose é a unidade fundamental das cadeias, enquanto que a
celobiose ¢é definida como a sua unidade estrutural fundamental (FENGEL;
WEGENER, 1989).
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FIGURA 2. FORMACAO DA CADEIA DE CELULOSE PELA UNIAO DE UNIDADES
B-D-GLUCOSE (MORAIS et al., 2005)

A B-D-glucose €& o isdbmero de conformagdo mais estavel deste
monossacarideo, pois todas as hidroxilas se encontram em orientagao equatorial. No
entanto, a glucose pode ocorrer na forma a, gerando as ligagdes a-(1-4) glicosidicas
da amilose. O esquema da Figura 3 mostra que o C-1 desta aldohexose, em cadeia
aberta, pode reagir com o grupo hidroxila do C-5 formando um anel estavel de seis
membros (anel hemiacetalico). Portanto, o fechamento do anel gera um centro quiral

em C-1, de onde podem ser formados os andmeros a (conformagédo axial) ou 3



(conformacéao equatorial) (Figura 4), dependendo da posi¢ao assumida pela hidroxila
anomérica (SILVA FILHO, 2008). Estas formas podem se interconverter em solugao
aquosa pelo fendbmeno da mutarrotacéo, que é tipico de agucares redutores, onde a
abertura do anel de anémeros ciclicos promove a passagem de uma forma a outra
através de uma fase intermediaria aciclica. Apds um periodo, o equilibrio é
estabelecido entre as duas formas, sendo que a a-D-glucopiranose corresponde a 1/3
das formas anoméricas em solugao, a forma B-D-glucopiranose a 2/3 e uma pequena
parcela ainda permanece na forma aberta, responsavel pela interconversao
(LEHNINGER et al., 2008).

i Ho W on Ho
H OH
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FIGURA 3. FORMACAO DOS DOIS ANOMEROS HEMIACETALICOS DA D-
GLUCOSE - MUTARROTACAO DA GLUCOSE (SILVA et al., 2006).
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FIGURA 4. SUBSTITUINTES AXIAIS E EQUATORIAIS NA CONFORMAGCAO EM
CADEIRA DO ANEL HEMIACETALICO.

Nas cadeias de celulose nativa do algodao existem aproximadamente 15.000
unidades de anidroglucose, enquanto que, nas de celulose de madeiras, ha cerca de
10.000 unidades. Cada unidade de anidroglucose possui massa de 162 g/mol.
Portanto, ao dividir a massa molar da celulose por 162, obtém-se o seu grau de
polimerizagao (GP) (MORAIS et al., 2005).

A estrutura da celulose possui regides cristalinas e amorfas (HENDRIKS;

ZEEMAN, 2009), como apresentado na Figura 5, sendo que as regides amorfas séo



mais suscetiveis a hidrélise devido a sua maior area superficial e facilidade de
penetracdo das moléculas de agua em seu interior (JARDINE et al., 2009). As forgas
responsaveis por manter as regides cristalinas sdo basicamente o resultado de uma
extensa rede de ligagdes de hidrogénio intracadeia, intercadeia e interplanares
(RAMOS, 2003) (Figura 6). Como consequéncia, a celulose possui alta resisténcia a

tracao e é insoluvel na maioria dos solventes (KLOCK et al., 2006).
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FIGURA 5. REGIOES CRISTALINAS E AMORFAS NA ESTRUTURA DA CELULOSE
(JARDINE et al., 2009).

Atualmente, sabe-se que a celulose possui sete formas cristalinas, sendo elas
la, 1B, II, 1L, Illu, 1Vie IVi. Cada uma destas formas apresenta caracteristicas fisicas e
quimicas proprias, como solubilidade, densidade, forma do cristal, além de
propriedades o6pticas e elétricas (OGEDA; PETRI, 2010). A celulose | (la e IB) é o
produto direto da biossintese e por isso € denominada celulose nativa. Ja as demais
formas sdo de natureza sintética, onde, através de tratamentos térmicos ou alcalinos,
as cadeias da celulose nativa se abrem e se recombinam de forma aleatéria, dando

origem a uma nova forma alomorfica.
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FIGURA 6. LIGACOES DE HIDROGENIO RESPONSAVEIS PELA ESTRUTURA
CRISTALINA DA CELULOSE (MODIFICADO DE GARRETT; GRISHAM, 1999).

1.3.2 Hemiceluloses

Diferentemente da celulose, as hemiceluloses s&o heteropolissacarideos
formados por varias unidades constituintes (Figura 7), como pentoses, hexoses e
acidos urénicos (MORAIS et al., 2005; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Sua estrutura
nao € cristalina e, portanto, pode ser facilmente hidrolisada por ataque acido
(OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996).

As hemiceluloses s&o estruturalmente relacionadas a celulose e séao
depositadas na parede celular nos primeiros estagios da biossintese, com sua
composicao variando de tecido para tecido e de espécie para espécie (RYDHOLM,
1965). Possuem massa molar inferior a celulose e servem como conexao entre esta
e a lignina, dando mais rigidez a estrutura (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). As
hemiceluloses também conectam os polimeros da parede celular através de ligagdes
de hidrogénio e a variagao da relagao entre hemiceluloses e celulose pode mudar a

forca mecanica da parede celular de cada planta (WRIGHT, 2008).
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FIGURA 7. MONOSSACARIDEOS CONSTITUINTES DAS HEMICELULOSES: (1) D-
GLUCOSE, (2) D-GALACTOSE, (3) L-ARABINOSE, (4) D-XILOSE, (5) D-MANOSE,
(6) 4-O-METIL-D-GLUCURONICO E (7) L-RHAMNOSE (SJOSTROM:;
WESTERMARK, 1999).

A Figura 8 representa a estrutura tipica de uma arabinoxilana, sendo a cadeia
principal compostas por unidades de xilose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-
(1-4). Ja as ramificagdes correspondem a unidades de arabinose ligadas a cadeia

principal através de ligagbes glicosidicas a-(1-2) e a-(1-3).
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FIGURA 8. ESTRUTURA DE UMA ARABINOXILANA COM AS POSSIVEIS
LIGACOES FORMADAS ENTRE A XILOSE E A ARABINOSE (CHAPLIN, 2011).
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1.3.3 Lignina

A lignina ocorre na maioria das plantas, mas, ao contrario da celulose e das
hemiceluloses, ndo é um polissacarideo estrutural. Sua estrutura quimica é bastante
complexa e nao totalmente conhecida, principalmente pelas alteracdées que sofre
durante o seu isolamento da parede celular (KLOCK et al., 2006). A lignina pode ser
definida como um material polifendlico, baseado em trés precursores monomeéricos,
os alcoais coniferilico, sinapilico e p-coumarico (Figura 9) (BURANOV; MAZZA, 2008),
que darao origem as subunidades p-hidroxifenil-propandides (H), guaiacilicas (G) e
siringilicas (S), respectivamente, chamados de monolignéis (STUDART-GUIMARAES
et al., 2003). O propodsito da lignina é de dar suporte, impermeabilidade e resisténcia
a parede celular contra ataques microbianos e estresse oxidativo (HENDRIKS;
ZEEMAN, 2009). Por outro lado, a lignina obtida por extragédo alcalina pode fornecer
uma série de compostos fendlicos de interesse comercial, como o siringaldeido e o p-
hidroxibenzaldeido, assim como a vanilina (esséncia de baunilha), que é produzida
por oxidagado de seus produtos de hidrolise (MATHIAS, 1993 citado por RAMOS,
2000).

OH OH OH
T

s B L e

e TR S

| |

5 __,ff D_J‘I:HE HEEHD __fff .-"'I:H3 /
oH

alcool coniferilico alcool sinapilico alcool p-cumarico

FIGURA 9. ESTRUTURA DOS ALCOOIS PRECURSORES DA LIGNINA
(SJIOSTROM, 1992).

As ligninas podem ser classificadas dependendo da relagdo que exista entre
as subunidades H, G e S, que diferem no numero de grupos metoxilas ligados ao anel
aromatico. Durante o processo de lignificagdo, estas unidades produzem um
complexo tridimensional amorfo ao ligarem-se umas as outras por diversas ligacoes
carbono-carbono, condensadas ou etéreas, como a-O-4, -5, -1, 5-5, 4-0O-5, B-B3,
sendo que a ligagdo mais comum €& a B-O-4 (BURANOV; MAZZA, 2008;
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CHRISTIERNIN et al., 2005). A Figura 10 traz algumas das ligagdes que podem

ocorrer entre as unidades monolignéis que irdo formar a lignina.

OH

OH

OH

FIGURA 10. LIGACOES EXISTENTES ENTRE AS UNIDADES MONOLIGNOIS NA
ESTRUTURA DA LIGNINA.

As ligninas de gramineas vém sendo classificadas como ligninas HGS, sendo
diferentes das ligninas de coniferas (ligninas G) e de folhosas (ligninas GS). Além
disso, acidos fendlicos, principalmente os acidos p-coumarico e ferulico, vém sendo
investigados como elos de conexao covalente entre a lignina e os carboidratos (SUN
et al., 1997). Os diferentes tipos de lignina possuem propriedades fisicas diferentes
devido a sua composicdo quimica e até mesmo a maneira como se encontra
interligada aos carboidratos. A predominancia de estruturas do tipo guaiacila, formada
pelo alcool coniferilico, torna a lignina mais ramificada e condensada, resultando em
um aumento de seu grau de associacao com polissacarideos. Ja a lignina do tipo
siringila, formada pelo alcool sinapilico, torna a molécula de lignina mais linear e
menos condensada, portanto, com menor grau de associagao com os polissacarideos
(JUNG; DEETZ, 1993, citado por SANTANA; CAVALI, 2006). A lignina se associa com
os carboidratos (em particular, com as hemiceluloses) via ligagdes covalentes no C-a
das unidades fenil-propandides, e essa associagao € chamada de complexo lignina-

carboidrato (Figura 11).
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FIGURA 11. ESTRUTURA DO COMPLEXO LIGNINA-CARBOIDRATO E AS
LIGACOES EXISTENTES ENTRE AS UNIDADES MONOLIGNOIS (SAKAGAMI et al.,
2010).

1.3.4 Componentes minoritarios

Os componentes de menor massa molar presentes na biomassa incluem uma
variedade de compostos, cuja presencga relativa € governada por uma série de fatores,
entre os quais os de natureza genética e climatica. Esses componentes, designados
como extraiveis, ndo residem na parede celular da planta e dividem-se, basicamente,
em duas classes. A primeira classe engloba materiais conhecidos como extraiveis por
serem soluveis em agua, solventes organicos neutros, ou volatilizados a vapor. A
segunda classe engloba materiais que ndo sdo comumente extraiveis com os agentes
mencionados, como, por exemplo, compostos inorganicos (cinzas), proteinas e
substancias pécticas. Os extraiveis sdo frequentemente responsaveis por
determinadas caracteristicas da planta, como cor, cheiro, resisténcia natural ao
apodrecimento, sabor e propriedades abrasivas (D"ALMEIDA, 1988), e englobam os

Oleos essenciais, resinas, taninos, graxas e pigmentos (MORAIS et al., 2005).
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Além dos compostos de menor massa molar, as pectinas estao presentes na
parede celular e nela exercem importante funcao estrutural, apesar de geralmente
estarem presentes em pequena quantidade. Substancias pécticas, ou pectinas, sdo
basicamente um mistura de polissacarideos cujo componente majoritario consiste de
unidades de acido a-D-galacturdnico ligados por ligagdes glicosidicas do tipo a-(1-4).
Nesta cadeia principal, unidades de L-rhamnose sao ocasionalmente inseridas
através de ligagdes glicosidicas do tipo B-(1-4) e B-(2-1) e parte dos grupos
carboxilicos se encontram parcialmente esterificados pelo alcool metilico ou
neutralizados com cations mono e divalentes. Outros acucares neutros como
arabinose, fucose, galactose, glucose, manose e xilose, também podem ocorrer como

cadeias laterais em substancias pécticas (LEITAO et al., 1995).

1.4 Etanol

O etanol é o biocombustivel mais amplamente usado para transporte em todo
0 mundo, seja puro ou em mistura com a gasolina. O uso de etanol como combustivel
foi difundido na Europa e nos Estados Unidos até o inicio de 1900. No entanto,
especialmente depois da 2° Guerra Mundial, seu custo de producdo superou o da
producdo de combustiveis derivados do petréleo e o seu potencial passou a ser
ignorado até a crise do petroleo em 1970 (DEMIRBAS et al., 2009). Em 1975, movido
pela necessidade de reagir a esta crise mundial, o Brasil lancou o ProAlcool -
Programa Nacional do Alcool, que tinha como objetivo substituir os derivados do
petréleo pelo etanol de cana-de-acucar (CASTRO et al., 2010), e em 1984, o etanol
comecou a ser usado na Alemanha e na Franca pela entdo ainda incipiente industria
de motores de combustao interna (BALAT, 2011).

Atualmente, o etanol conta com aproximadamente 94% da producgao global
de biocombustiveis, sendo produzido majoritariamente a partir da cana-de-agucar e
do amido de milho. O Brasil e os EUA s&o os lideres mundiais em produgao de etanol;
juntos, totalizam 78% de todo o etanol produzido no mundo. Portanto, o etanol ja é um
biocombustivel bem estabelecido e vem sendo amplamente utilizado no setor de
transporte e no setor industrial em varios paises. O Brasil vem utilizando o etanol como

combustivel desde 1925 e, atualmente, a gasolina vendida no pais contém 25% de
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etanol. Ja os EUA vém utilizando etanol produzido do milho desde 1980 e sua meta
atual é de adicionar 10% de etanol a gasolina (DEMIRBAS, 2011).

O etanol € um biocombustivel oxigenado (35% de oxigénio) cuja produc¢ao
pode ser estritamente baseada em recursos renovaveis, oferecendo, assim, uma
alternativa com emissdes de gases do efeito estufa praticamente nula, pois o diéxido
de carbono liberado na atmosfera é reabsorvido durante o cultivo da cana-de-acgucar
(JOYCE et al., 2006). Neste sentido, expandir a produgdo de etanol para o
aproveitamento de residuos agroindustriais, como as palhas de milho, de trigo e de
cana-de-agucar, representa uma das mais importantes alternativas tecnolégicas para
a consolidagdo de um modelo sustentavel que esteja voltado a producdo de
biocombustiveis para os setores automotivos e de transporte, ja que pode haver
limites para a expansao da monocultura (SUKUMARAM et al., 2009).

O etanol pode ser obtido a partir de diferentes tipos de biomassas e por
diferentes tecnologias de conversao, sendo que estas podem ser de primeira ou de
segunda geracdo. Enquanto as tecnologias de primeira geragcéo estdo baseadas na
fermentacdo da sacarose, presente, por exemplo, no caldo de cana-de-agucar, as
tecnologias de segunda geragao utilizam residuos agricolas e agroindustriais para
este mesmo fim (RAMOS, 2003; PITARELO, 2007). Neste caso, 0 processo
fermentativo é baseado nos carboidratos liberados da biomassa vegetal por hidrélise
da celulose e das hemiceluloses, fato que oferece barreiras tecnolégicas que ainda
vém sendo estudadas por varios grupos de pesquisa em todo o mundo. Além disto,
tecnologias altamente promissoras estdo emergindo do uso de processos
fermentativos avangados e do emprego de algas, que possuem carboidratos que
podem ser convertidos a etanol. Estas tecnologias sdo conhecidas como de terceira
geragao e ainda estdo em estagio inicial de pesquisa e desenvolvimento (HARUN;
DANQUAH, 2011, SINGH et al., 2011, JOHN et al., 2011)

Tais evolugbes nas tecnologias de processamento do etanol séao
fundamentais principalmente para a economia de paises desenvolvidos, onde as
matérias-primas hoje utilizadas competem com a produgao de alimentos e os custos
de producgao ainda s&o altos em comparagao com o petréleo ou com o etanol derivado
da sacarose da cana. Sua importancia decorre, também, do fato de o etanol celulésico
ter potencial para extrair pelo menos duas vezes mais combustivel da mesma area
cultivavel (BASTOS, 2007). Segundo o Portal da Unica (2010), o Brasil produz em

média sete mil litros de etanol por hectare de cana. Com uma tecnologia consolidada,
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usando o bagago e a cana, a produtividade por hectare podera crescer para até
quatorze mil litros por hectare.

A Figura 12 revela as principais fontes de produgdo de etanol e os
subprodutos que podem ser obtidos durante o processo. Neste cenario, espera-se que
a demanda por etanol aumente mais que o dobro nos proximos 10 anos e, para que
seja possivel atender a essa demanda, novas tecnologias deverdo evoluir dos
laboratérios para a realidade comercial. A produgao de etanol a partir do amido ou da
sacarose vem sendo culpada pela alta do preco de varios produtos do setor alimenticio
(DEMARTINI; WYMAN, 2011). Em contraste com este paradigma, a utilizacado de
materiais lignocelulésicos ndo compromete o fornecimento de produtos ao setor
alimenticio, evitando o debate de alimentos versus combustiveis (DOHERTY et al,,
2010), além de serem substratos altamente atraentes devido ao seu baixo custo e
grande disponibilidade (PICCOLO; BEZZO, 2009).
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FIGURA 12. FONTES DE ETANOL E SUBPRODUTOS GERADQOS (BASTOS 2007).
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A produgao de etanol celuldésico também pode fornecer uma variedade de
outros compostos derivados da lignina e das hemiceluloses, como compostos
fendlicos e polidis como o xilitol, respectivamente. Por outro lado, a lignina, devido seu
alto poder calorifico, também pode ser utilizada na co-geragao de energia, garantindo
a sustentabilidade do processo.

O processo de produgao de etanol celuldsico inclui as seguintes etapas: pré-
tratamento, hidrolise, fermentagdo de pentoses e hexoses, separagao da lignina
residual e recuperacao e concentragao do etanol. Desta forma, o etanol celulésico é
mais caro do que aquele produzido a partir de amido, revelando a necessidade de
reduzir o seu custo de producao. Os requisitos para a reducao destes custos incluem
um pré-tratamento efetivo para reduzir o uso de celulases, a otimizagao da hidrélise
das hemiceluloses e da celulose a agucares fermentesciveis, o uso de ambas as
fragdes (pentoses e hexoses) para fermentacao e a integragéo dos processos para a
reducéo de custos de capital e de energia (DEMARTINI; WYMAN, 2011).

A Figura 13 mostra algumas das possiveis integragdes que vém sendo
estudadas atualmente. O processo de sacarificagao e fermentacao simultanea (SSF)
reduz o tempo de processamento, pois a glucose liberada por hidrolise € rapidamente
convertida a etanol pelos micro-organismos da fermentagao, reduzindo a inibigdo das
celulases pelo acumulo dos produtos de hidrdlise da celulose (WATANABE et al.,
2010). Esse processo resulta em um maior rendimento de etanol quando comparado
a processos separados de sacarificagdo e fermentagdo. No entanto, a desvantagem
deste processo € a diferenca da temperatura 6tima das enzimas de hidrélise e dos
micro-organismos de fermentacao (BINOD et al., 2010). Ja a co-fermentacao (CF) de
hidrolisados lignoceluldsicos consiste na utilizagcdo de uma mistura de dois ou mais
micro-organismos que fermentam tanto as hexoses como as pentoses presentes no
meio (CARDONA et al.,, 2010). Por sua vez, o processo de sacarificagdo e co-
fermentacao simultaneas (SSCF) representa a integragao dos processos de SSF e de
CF. No entanto, barreiras tecnoldgicas ainda precisam ser superadas para que esses
processos sejam eficientes, como a obtencdo de micro-organismos que fermentem

efetivamente as hexoses e as pentoses ao mesmo tempo.
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FIGURA 13. DIAGRAMA GLOBAL DA PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE
MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS E SUAS POSSIVEIS FORMAS DE
INTEGRACAO (PITARELO et al., 2010)

A colheita de cana-de-agucar e 0 seu processamento geram residuos,
chamados palha e bagago, que correspondem aos recursos renovaveis mais
amplamente disponiveis em varias regides do mundo (JOYCE et al., 2006). No Brasil,
foram produzidos cerca de 514 milhdes de toneladas de cana-de-agucar em 2007
(AGENCIA DE INFORMACOES EMBRAPA, 2007). Como cada tonelada de cana
possui 14% de palha e 12,5% de bagaco (base seca), estima-se que a produgao
destes residuos tenha atingido 72 e 64 milhdes de toneladas, respectivamente, neste
mesmo periodo (MORIYA et al.,, 2006). Atualmente, o bagaco é usado para a
producao de vapor e bioeletricidade em processos de co-geracao (CARRASCO et al.,
2010) para garantir a sustentabilidade energética do processo, sendo que a
quantidade de bagago usado para esta finalidade depende da capacidade de
processamento da usina. Ja a palha é tradicionalmente queimada na época da safra
para facilitar o corte manual e aumentar a seguranga dos trabalhadores, pois além de
eliminar do local as folhas e o palhico, espanta animais pegconhentos como cobras e
escorpides, muito comuns no meio das plantagdes (MAGALHAES et al., 2007). No
entanto, a fuligem gerada durante a queima da palha da cana-de-agucar carrega cerca
de setenta produtos quimicos em sua composi¢ao, que contribuem para o efeito estufa
e causam seérios problemas respiratorios para a populagdo (FAPESP, 2008). Para

contornar esse problema, o Decreto Estadual do Estado de Sao Paulo 41.719, de 16
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de abril de 1997, determinou a redugao gradativa do uso desta pratica, estabelecendo
a sua extingdo em oito anos nas areas definidas como mecanizaveis e em quinze anos
nas areas definidas como ndo mecanizaveis (MENEGUELLO, 2006). Devido a isto, a
tendéncia € que a palha permaneca no campo como adubo organico. Dessa forma,
o futuro aumento da disponibilidade da palha de cana-de-agucar tem impulsionado
varios grupos de pesquisa a desenvolver tecnologias que visem o seu aproveitamento
(KRISHNA et al., 1998; SAAD; GONCALVES, 2005).

Palha de cana-de-acucar € a denominagao para as partes nao relativas ao
colmo da cana, ou seja, folhas verdes e parcialmente secas, ponteiros da cana
(entrends imaturos do topo) e folhas novas ao redor do meristema apical (CTC, 2010).
Uma opgéao para o uso deste residuo € a sua hidrolise a agucares fermentesciveis.
Porém, como dito anteriormente, este processo é tecnicamente dificil porque a
estrutura da parede celular dificulta a acessibilidade das enzimas ou de catalisadores
acidos aos seus carboidratos constituintes (LI et al., 2009). Uma medida para
aumentar o rendimento do processo de hidrolise € a realizagdo de um pré-tratamento
para quebrar essa associagao e separar os diferentes componentes presentes na
biomassa (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Em alguns casos, antes do pré-tratamento
que ira modificar quimicamente a estrutura lignocelulésica, é necessario realizar a
reducdo do tamanho das particulas, utilizando, por exemplo, um processo mecanico
como a moagem para aumentar a superficie de contato. Em suma, os processos de
pré-tratamento preparam a biomassa para a etapa de hidrolise enzimatica, através da
hidrolise das hemiceluloses e/ou da remocao da lignina, tornando a celulose mais
acessivel a sacarificacdo (CARRASCO et al., 2010).

1.5 Pré-tratamento

O pré-tratamento € um dos mais importantes componentes da tecnologia de
producdo do bioetanol celuldsico, pois define a extensao e a eficiéncia com que os
carboidratos poder&o ser convertidos a este biocombustivel (BALAT et al., 2008).

A realizagdo do pré-tratamento esta especialmente orientada a melhorar a
acessibilidade da celulose a hidrélise (CARA et al., 2007). Portanto, para ser
reconhecido como um passo fundamental para o processo de bioconversao, o pré-

tratamento deve produzir fibras acessiveis (LASER et al., 2002) de forma a facultar a
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producado de acgucares fermentesciveis em alto rendimento e apresentar um bom
custo-beneficio (RUIZ et al., 2008). Para ser econémico, o processo deve minimizar a
demanda de energia e limitar os custos associados com a redugédo do tamanho do
residuo. O pré-tratamento deve ainda evitar a degradacdo da celulose e das
hemiceluloses, pois estas reacoes, além de diminuirem o rendimento final em etanol,
também resultam em produtos que sdo inibidores das leveduras utilizadas na
fermentacdo (OHGREN et al, 2007; RUIZ et al., 2008). Desenvolver um pré-
tratamento que atenda as estas exigéncias € o desafio das atuais industrias de
transformacao de biomassa.

Os pré-tratamentos podem ser quimicos, fisicos ou biolégicos, ou ainda
estarem baseados na combinagdo destes. Métodos quimicos tendem a solubilizar
hemiceluloses e lignina, a fim de expor o componente celulésico a hidrélise acida e/ou
enzimatica (RAMOS, 2003). Métodos fisicos, que usualmente demandam uma grande
quantidade de energia, empregam meios puramente mecanicos para reduzir o
tamanho das particulas da biomassa, aumentando assim a sua area superficial de
contato (LASER et al, 2002). Finalmente, métodos biologicos resultam na
deslignificagdo parcial da lignocelulose, empregando micro-organismos (fungos e
bactérias) decompositores da lignina (RAMOS, 2003).

Varios métodos de pré-tratamento tém sido propostos na literatura, desde a
simples moagem mecéanica (para reduzir o tamanho das particulas e a cristalinidade)
(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009) até processos tecnologicamente mais complexos,
como a hidrdlise acida (para solubilizar as hemiceluloses e tornar a celulose mais
acessivel a hidrolise) (MOSIER et al., 2005; BALAT et al., 2008), a oxidagao (para
remover as hemiceluloses e lignina através da adicao de peréxido de hidrogénio
alcalino ou acido peracético) (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009), a extragao alcalina (para
remover as hemiceluloses e a lignina de maior acessibilidade quimica) (BALAT et al.,
2008), a explosao a vapor (RAMOS, 2003), o tratamento com amdnia liquida a altas
temperaturas (MOSIER et al., 2005), o uso de liquidos iénicos (DOHERTY et al,,
2010), dentre outros.

A Tabela 2 mostra os tipos de pré-tratamentos que vém sendo utilizados para
pré-tratar diferentes tipos de biomassa vegetal. De acordo com esta tabela, o acido
sulfurico € o acido mais utilizado, seja como pré-tratamento quimico ou como
catalisador em técnicas combinadas. Pré-tratamentos combinados também s&o os

que produzem os melhores resultados, com destaque para os fisico-quimicos, por



21

geralmente exigirem condi¢des mais brandas. Pré-tratamentos robustos também vém

sendo propostos através da combinagao dos trés tipos de pré-tratamento - bioldgico,

fisico e quimico — como, por exemplo, na biodegradagdo com fungos seguida de pré-

tratamento com acido sulfurico diluido (MA et al., 2010).

TABELA 2. EXEMPLOS DE PRE-TRATAMENTOS ATUALMENTE UTILIZADOS
PARA DIFERENTES TIPOS DE BIOMASSA VEGETAL.

Tipo Pré-tratamento Biomassa Referéncia
Fungo Palha de cana Saad et al. (2008)
Bioldgico Bagaco de cana Camassola e Dillon (2009)
Palha de milho Zhong et al. (2011)
Irradiacao Palha de arroz Baket al. (2009)
Fisico Bagaco e palha de cana  Silva et al. (2009)
Moagem Bagaco de cana Buaban et al. (2010)
Quimico H2SO4 diluido Palha de colza Castro et al. (2011)
Amobnia aquosa Palha de milho Li et al. (2010)
B'OIO,g'.CO _Fung(A) © sal Palha de trigo Zeng et al. (2011)
e quimico inorgé&nico
H.SO, diluido e alta Capim-bermuda Redding et al. (2011)
temperatura Residuos de mandioca Zhang et al. (2011)
H2SO4 diluido e Palha de arroz Chen et al. (2011)
explosao a vapor
H.SO. diluido e alta Bagaco de cana Rocha et al. (2011)
pressao
CO: supercritico e Palha de arroz Gao et al. (2010)
temperatura
Fisico e CO; e vapor Bagaco de cana Carrasco et al. (2010)
e Liquidos ibnicos e Switchgrass Samayam e Schall (2010)
quimico
temperatura
Polpagéao alcalina e Palha de arroz Ibrahim et al. (2011)
explosao a vapor
Congelamento com Palha de arroz Cheng et al. (2011)
solugao tampao
acetato
Explosdo com Palha de milho Chundawat et al. (2010)
amoénia
Moagem e peroxido Bagaco de cana Monte et al. (2011)
de hidrogénio
Biologico, Fungo, H2SO4 diluido  Aguapé Ma et al. (2010)
fisico e e temperatura
quimico  Ultrassom, H20; e Casca de arroz Yu et al. (2009)

fungo

Entre os diferentes tipos de pré-tratamento ja existentes, a explosdo a vapor

€ um dos mais comumente usados para fracionar os componentes da biomassa (RUIZ

et al., 2008).

Neste processo, a biomassa é tratada a altas pressbes e altas
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temperaturas por alguns minutos para, entdo, sofrer uma descompressao imediata
denominada explosdo (SUN; CHENG, 2002; RAMOS, 2003).

A explosdo a vapor resulta em uma quebra substancial da estrutura
lignoceluldsica, fundamentada na hidrolise da fracdo hemicelulésica, na
despolimerizagao dos componentes da lignina e na desagregacao da fibra celulésica,
promovendo, com isto, o aumento da acessibilidade quimica dos materiais pré-
tratados (RUIZ et al., 2008). A explosao a vapor ndo gera apenas monossacarideos,
mas também oligbmeros de alta e baixa massa molar, além de outros subprodutos
como hidroximetilfurfural, furfural, acido levulinico, entre outros, conforme

representado na Figura 14.
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FIGURA 14. FRAGMENTACAO DA MATRIZ LIGNOCELULOSICA APOS O PRE-
TRATAMENTO (RAMOS, 2003)

Em relacao a lignina, a degradagao de parte de sua estrutura libera compostos
fendlicos na fragdo soluvel e sua quantificagdo € uma evidéncia direta da severidade
do pré-tratamento. Esta degradacdo € decorrente de trés possiveis reagdes que

podem ocorrer na estrutura da lignina, sendo elas: hidrolise acida (inclusive a
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desmetoxilagdo), a clivagem homolitica e a condensagao dos compostos gerados. As
reacdes de hidrolise da lignina ocorrem basicamente quebrando as ligagdes aril éter
a-0-4 e (3-O-4 existentes em sua estrutura. A quebra destas ligagdes promove a
liberagdo de oligbmeros de baixa massa molar e de compostos fendlicos, que sao
altamente reativos devido a presenca de hidroxilas alifaticas e aromaticas. Além da
hidrolise, a clivagem homolitica das ligagbes aril éter também liberam compostos
fendlicos. Estes compostos, devido sua reatividade, podem sofrer reacbes de
condensacao, formando oligdmeros ou condensando de volta na estrutura da lignina
através de ligagdes carbono-carbono. O resultado destas reagdes € a formacao de
uma lignina mais recalcitrante e menos reativa que a lignina de origem.

A Figura 15 indica os carbonos a e [ na estrutura da lignina e exemplos das
reagdes que envolvem a lignina e os possiveis compostos formados, onde hidroxilas
fendlicas sdo geradas pela hidrélise acida (A) de subestruturas -O-4 a partir das
quais, por um processo de rearranjo (B), sdo formadas estruturas quinénicas, cujos
carbono a € bastante elétron deficiente. Em seguida, ocorre uma cisdo homolitica ao
nivel do carbono B da estrutura, gerando dois radicais que se submetem a um
desproporcionamento e subsequente acoplamento (condensagao) entre os diferentes
tipos de radicais formados na reagao.

Diversos catalisadores sao utilizados na explosdo a vapor, como SO2
(CARRASCO et al., 2010), CO2 (SUN; CHENG, 2002, SHEVCHENKO et al., 2000),
H2SO4, catalisador mais comumente utilizado no processo, (CHEN et al., 2011,
EMMEL et al., 2003, CARA et al., 2008) e mais recentemente H3PO4 (PITARELO et
al., 2010). O uso de catalisadores pode melhorar a eficiéncia da hidrolise enzimatica,
diminuir a producdo de compostos inibidores e levar a uma remogao mais completa
das hemiceluloses. Pode-se também utilizar aménia em um processo conhecido como
“ammonia fiber explosion — AFEX”. No entanto, este método apresentou-se eficiente

apenas para materiais lignocelulésicos com baixo teor de lignina (BALAT et al., 2008).
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FIGURA 15. PADRAO DE DEGRADAGAO DA LIGNINA COMO RESULTADO DA
EXPLOSAO A VAPOR (ADAPTADO DE TANAHASHI 1990 citado por RAMOS 2003).

1.6 Hidrdlise enzimatica

Os primeiros passos para a bioconversao da lignocelulose a etanol envolvem
0 aumento da area superficial, a remocéao da lignina e das hemiceluloses, a redugao
da cristalinidade da celulose e 0 aumento da porosidade dos materiais (SUN; CHENG,
2002). Tais medidas melhoram a taxa de hidrolise enzimatica e aumentam o
rendimento em acgucares fermentesciveis a partir da celulose e das hemiceluloses
(MOSIER et al., 2005; BALAT et al., 2008).

A hidrdlise enzimatica apresenta grandes vantagens quando comparada com
hidrolise acida (LIAO et al., 2006; DEMIRBAS, 2007; ZHU et al., 2008). Em geral, a
hidrolise enzimatica € mais eficiente porque fornece maiores rendimentos em glucose
sem a formacao de produtos de degradacdo (CARA et al., 2007), ndo apresenta
problemas de corrosao (SUN; CHENG, 2002) e pode ocorrer sob condigdes normais,
sem a geracgao de residuos toxicos (SUKUMARAN et al., 2009).

Na hidrélise enzimatica, diferentes tipos de celulases fungicas e bacterianas
podem ser utilizadas. Como resultado, a celulose € hidrolisada a agucares que podem

ser fermentados a etanol por leveduras ou bactérias (SUN; CHENG, 2002).
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Geralmente, essa degradacéo é caracterizada por uma fase inicial rapida, seguida por
uma segunda fase lenta que prossegue até que todo o substrato seja consumido
(BALAT et al., 2008).

As celulases fungicas atuam de forma sinérgica através de trés atividades
especificas: as endoglucanases (EG), as exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH)
e as p-glucosidases (BGL) (LIMA; RODRIGUES, 2007). As endoglucanases
desempenham um importante papel na hidrolise da celulose por clivarem as cadeias
aleatoriamente, gerando em um rapido decréscimo do seu grau de polimerizagao. Elas
hidrolisam ligagbes intramoleculares [-(1-4)-glucosidicas das cadeias da celulose
para produzir novos terminais redutores e ndo redutores. As celobiohidrolases agem
nestes mesmos terminais das cadeias de celulose para liberar celobiose e as [3-
glucosidases completam o processo catalisando a hidrdlise da celobiose a glucose, a
fim de eliminar o efeito inibidor da celobiase sobre as outras enzimas do complexo
(RAMOS et al., 1993).

A concentracdo do substrato € um dos principais fatores que afetam o
rendimento e a velocidade inicial da hidrolise, mesmo quando a relagdo entre a
concentragdo de substrato e a carga enzimatica empregada no processo € mantida
constante (RAMOS, 2003). Segundo alguns autores, a alta concentragao de substrato
no meio de reacao dificulta os fendmenos de transferéncia de massa, como também
aumenta a concentragdo dos produtos de hidrolise no meio (celobiose e glucose),
interferindo diretamente na eficiéncia do processo de sacarificagdo por aumentar a
inibicdo retroativa das enzimas. Uma maneira de melhorar o rendimento e a taxa de
hidrolise € a de aumentar a dosagem de celulases por grama de substrato, porém,
esta estratégia tem efeito relativamente restrito e pode aumentar consideravelmente
o custo do processo (SUN; CHENG, 2002).

A hidrolise enzimatica ocorre em trés etapas: primeiramente, as enzimas
adsorvem sobre a superficie da celulose, depois promovem a hidrélise da ligacao
glicosidica e, por fim, dessorvem da superficie retornando a solugéo. Este processo
pode eventualmente levar a uma desativagdo parcial das enzimas, causada
principalmente pela adsorcéao irreversivel sobre regides hidrofobicas do complexo
lignina-carboidrato. Uma maneira de minimizar este efeito é a deslignificagao do
material antes da hidrdlise enzimatica, sendo que a forma mais classica € a extracao
alcalina (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009), podendo ser suplementada, por exemplo,
com peroxido de hidrogénio para aumentar o rendimento da extracdo (CARA et al.,
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2006). No entanto, existem problemas adicionais a este processo, como o custo e a
geracgao de passivos ambientes, principalmente pelo consumo de agua e producgao de
efluentes que necessitam de tratamento.

As celulases podem ser parcialmente recicladas apds a hidrélise, mas a
eficiéncia com que isto pode ser realizado depende muito das propriedades e
composicao quimica do substrato (SUN; CHENG, 2002). Segundo CARA et al. (2007),
a presencga de lignina residual (ndo totalmente removida apds o pré-tratamento) no
substrato representa uma limitacdo importante para a reciclagem e pode inclusive
limitar a eficiéncia do processo de hidrélise, dependendo da sua natureza quimica e

da extensdo da modificagéo estrutural sofrida durante o pré-tratamento.
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2. Objetivos

Desenvolver e aprimorar técnicas adequadas a caracterizacdo, pré-
tratamento e hidrolise enzimatica de substratos celulésicos derivados da palha de
cana-de-agucar, de modo a facultar o aproveitamento integral desta biomassa residual
por processos quimicos e biotecnoldgicos. Tal objetivo sera alcangado através dos

seguintes objetivos especificos:

o Caracterizar a composi¢cao quimica dos componentes presentes na palha de
cana-de-agucar;

o Otimizar a producao de substratos celuldsicos a partir da palha de cana,
utilizando a técnica de explosao a vapor com e sem a adigao de HsPO4 como
catalisador;

o Caracterizar quimicamente e determinar o rendimento das diferentes fragdes
obtidas durante o processo;

o Caracterizar a susceptibilidade dos materiais pré-tratados a hidrdlise por
complexos celulasicos comerciais;

o Identificar e selecionar as condigdes de pré-tratamento que proporcionaram
os melhores rendimentos no processo de hidrélise enzimatica;

o Caracterizar o substrato obtido sob condigbes ideais a fim de investigar as
modificagdes quimicas causadas pelo pré-tratamento na estrutura
lignoceluldsica e que proporcionaram aumento na acessibilidade quimica da

celulose.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

A palha de cana-de-agucar foi obtida junto a Usina S&o Martinho
(Iracemapolis, SP) com auxilio do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba,
SP), sendo que esta apresentava umidade de aproximadamente 30 % em relagao ao
seu peso umido. Para evitar a proliferagao de fungos iminentes a umidade do material,
a palha foi seca em estufa a 50 °C até atingir a umidade de 10 %, para depois ser
acondicionada em sacos plasticos e armazenada em local seco na temperatura
ambiente. O acido fosférico utilizado na impregnacao acida da palha antes do pré-
tratamento foi adquirido junto a Quimex Produtos Quimicos (Sdo Paulo, SP) com
pureza de 85 %. Ja a enzima Cellic CTec 2 utilizada na hidrdlise enzimatica foi da
empresa Novozymes Latin America Ltda. Os demais reagentes, solventes, gases e
padrdes analiticos foram adquiridos de acordo com as exigéncias de cada técnica da

analise.

3.2 Determinagao do teor de cinzas

O teor de cinzas da palha de cana-de-acgucar, nativa e pré-tratada, foi
determinado em cadinho de porcelana, previamente calcinado e tarado, que depois
foi levado a mufla a 525 °C, segundo a norma TAPPI T211 om-93. O teor de cinzas
foi obtido pela diferenga de massa entre o cadinho com as cinzas e o cadinho vazio,
que foi expressa em relacdo a massa seca do material originalmente empregada no

ensaio.

3.3 Determinagao da composigao inorganica das cinzas

A composicao inorganica das cinzas da palha foi determinada no Laboratério
de Analises de Minerais e Rochas (LAMIR/UFPR) por fluorescéncia de raios-X em
aparelho Philips Analytical XRF, modelo PW 2400/00, provido de um amostrador

Philips modelo 2510. As cinzas utilizadas para essa determinacdo foram obtidas
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segundo a norma TAPPI T413 om-02, calcinando-se a palha a 900 °C para obtengao
dos compostos na forma de 6xidos. Para a analise, utilizou-se uma pastilha obtida
pela fundicdo de uma quantidade pré-determinada de cinzas com tetraborato de litio
e nitrato de amonio, sob aquecimento por 20 min. Em seguida, a mistura foi despejada
em uma pequena bandeja de aproximadamente 5 cm de didmetro. Ao resfriar, o
material foi retirado da bandeja, resultando em uma pastilha pronta para ser analisada.

O teor de cada 6xido encontrado foi expresso em relagdo a massa seca das cinzas.

3.4 Determinacao do teor de extraiveis

O teor de extraiveis presentes na palha foi determinado por extragao
sequencial em aparelho Soxhlet, utilizando-se uma sequéncia de solventes em ordem
crescente de polaridade: éter etilico, diclorometano, etanol:tolueno 1:2 (v/v) e etanol
95 %, segundo a norma TAPPI T204 om-88, e uma extracdo com agua quente,
segundo a norma TAPPI T264 om-88. Entre as extragdes, quando utilizado solvente
organico, o material foi mantido em capela até que o solvente evaporasse. No caso
da extragdo com agua, o material foi filtrado, lavado exaustivamente com agua
destilada e seco em estufa a 40 °C. Os porcentuais de cada extrato foram obtidos por
diferenga de massa em relagdo a massa seca do material originalmente empregado
no ensaio, sendo que os mesmos foram analisados por espectrometria no
infravermelho em equipamento Bomen modelo MB-100, no intervalo de 400-4000 cm-
' e 64 varreduras, empregando-se pastilhas de KBr com concentragédo aproximada de

1 % de amostra.

3.5 Analise quimica pelo método da lignina de Klason

O teor de lignina de Klason foi determinado de acordo com o método descrito
por Gomide e Demuner (1986). A técnica consiste em tratar 300 mg de material livre
de extraiveis com acido sulfurico 72 % (v/v) a 30 °C por 1 h sob constante agitagao,
com o auxilio de um bastdo de vidro. Apds este tempo, o acido foi diluido até a
concentragédo de 3 % e a solugao foi autoclavada (118 °C) para hidrdélise total dos

carboidratos presentes no material. Ao término de 1 h, a mistura foi filtrada a quente
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em cadinho de Gooch n° 2 previamente tarado. O residuo foi lavado com agua quente,
seco em estufa a 105 °C até peso constante e a porcentagem de lignina insoltuvel em
meio acido (lignina de Klason) foi determinada em relacdo a massa seca de amostra.
O filtrado foi entao recolhido em um bal&o volumétrico de 250 mL e o volume aferido
para determinacdo da lignina soluvel em meio acido, que foi quantificada por
espectroscopia no ultravioleta, em um equipamento Varian modelo Cary 100 scan,

sendo o teor calculado pela equacgéo:

4,53 . (A215 — Azso) ’
300

Equacéo 1

Clg/L)=

onde, Az15 € A2s0 correspondem as leituras em 215 e 280 nm (DENCE; LIN, 1992).Ja
os carboidratos liberados por hidrolise acida, e seus respectivos produtos de
desidratagédo, foram determinados por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) do filtrado avolumado, usando um sistema Shimadzu modelo LC10AD,
provido de amostrador automatico SIL10A, desgaseificador de fase moével modelo
DGU 14A, forno de aquecimento de coluna modelo CTO 10A e dois detectores, um
modelo RID10A para indice de refragdo e outro modelo SPD-M10Avp para
espectrofotometria no ultravioleta. A analise foi realizada em coluna Aminex HPX-87H
(Bio-Rad) a 65°C, precedida por pré-coluna Cation-H e eluida com fase mével H2SO4
8 mmol/L a uma vazéao de 0,6 mL/min (PITARELO, 2007). A quantificacao foi efetuada
por padronizagao externa, baseada em curvas de calibracdo construidas para cada
componente monitorado, levando-se em conta seus respectivos fatores de hidrélise
acida, sendo estes de 0,95 para a celobiose, 0,90 para a glucose, 0,88 para a xilose
e arabinose e 0,72 para o acido acético. Além disso, a analise por CLAE forneceu o
teor dos subprodutos de desidratacdo da hexose e das pentoses (hidroximetilfurfural
e furfural, respectivamente). A estes componentes foram aplicados fatores para a
conversao aos seus carboidratos de origem e somados aos teores obtidos na analise,
sendo o hidroximetilfurfural somado ao teor de anidroglucose e o furfural ao de
anidroarabinose, devido a este monossacarideo sofrer hidrélise mais facilmente e,

consequentemente, desidratacao.
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3.6 Determinacgao do teor de proteinas

A determinagdo de proteinas foi realizada no Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA/UFPR) segundo a metodologia 991.20 da
AOAC (2005). O método, conhecido como micro-Kjeldahl, consiste em digerir de 0,5
a 0,8 g de amostra em um tubo de Kjeldahl com 2,5 g de uma mistura catalitica (K2SO4
e CuS04.5H20, 10:1 m/m) e 7 mL de H2SO4 concentrado. A mistura foi aquecida
lentamente em um bloco digestor, mantendo a temperatura de 50 °C por 1 h. Em
seguida, a temperatura foi elevada gradativamente até atingir 350-400 °C. Apds o
liquido se tornar limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada, a amostra foi
retirada do aquecimento e deixada esfriar, para entao adicionar 10 mL de agua e
NaOH 50 % (m/v). O tubo de Kjeldahl foi adaptado em um destilador, sendo precedida
a destilagdo. O destilado (amdnia) foi recolhido em um Erlenmeyer contendo 20 mL
de H3BOs3s (acido bérico) 4 % (m/v) com 4-5 gotas de um indicador misto (0,132 g de
vermelho de metila e 0,06 g de verde de bromocresol em 200 mL de alcool etilico 70
% (v/v)). O ponto final da destilagao foi testado com papel de indicador de pH até que
nao ocorresse a reacgao alcalina. Em seguida, a solugéo foi titulada com acido sulfurico
0,05 mol/L até a viragem do indicador. O teor de nitrogénio total foi calculado pela

equacgao:

V-M-2-£-0,014-100
P

% nitrogénio total = Equacgéo 2
onde V é o volume de solugcdo de H2S0O4 0,5 mol/L gasto na titulacdo, M e f sdo a
molaridade tedrica da solucdo e o fator de corregao, respectivamente, da solucao de
acido sulfurico 0,05 mol/L e P é a massa de amostra em gramas. O teor de proteinas

foi obtido multiplicando a porcentagem de nitrogénio total por 6,25.

3.7 Procedimento de obtencao da holocelulose e seus derivados

Cerca de 4 g de amostra seca e livre de extraiveis foram colocados em um

Erlenmeyer contendo 110 mL de agua. Em seguida, foram adicionados 3 mL de acido

acético glacial, 21,5 mL de acetato de sédio 20 % (m/v) e 8,5 mL de clorito de sodio
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40 % (m/v) e a mistura foi colocada em banho a 75 °C por 30 min, agitando o frasco
frequentemente. Posteriormente, novas quantidades de acido, de acetato e de clorito
foram adicionadas ao meio reacional e esta operagao foi repetida até um tempo total
de 2 h. Apds esse tempo, a mistura foi filtrada em cadinho Gooch 2 previamente tarado
e o residuo foi lavado exaustivamente com agua gelada até pH neutro e depois por 2
vezes com acetona. O material fibroso foi seco em estufa a 105 °C, obtendo-se assim
a holocelulose (GUERRA, 2002).

Para obtengao da hemicelulose A, foram acondicionados 3 g de holocelulose
em um Erlenmeyer, no qual se adicionou 100 mL de KOH 5 % (m/v) e a mistura
deixada em banho a 25 °C por 120 min, agitando o frasco a cada 10 min. Ao final, o
material foi filtrado em cadinho e lavado com KOH 5 % e agua. O filtrado foi transferido
para uma proveta de 1 L e o volume foi completado com etanol/acido acético 1:1 (v,v).
Esta mistura foi deixada em repouso até o outro dia para decantagao do precipitado
formado. O sobrenadante foi sifonado e o residuo centrifugado por 15 min a 3000 rpm,
depois lavado varias vezes com uma mistura etanol/agua (70:30), sempre
centrifugando e descartando o sobrenadante, até obter pH neutro. Por ultimo, o
precipitado foi lavado uma vez com agua, congelado com nitrogénio liquido em um
baldo de fundo redondo de forma homogénea e liofilizado. O precipitado branco obtido
correspondeu a hemicelulose A. O residuo fibroso do cadinho foi transferido para um
erlenmeyer e o processo foi repetido, porém, com KOH 24 % para a obtencéo da
hemicelulose B (precipitado branco), sendo também realizadas as etapas de lavagem
do precipitado e de liofilizagao citadas acima. Depois da extragcao das hemiceluloses,
o residuo fibroso foi lavado com agua até que o pH se tornasse neutro e, em seguida,
lavado com pequenas porcdes de acetona, sendo seco em estufa a 50 °C para obter
a a-celulose da palha de cana-de-agucar (FENGEL; WEGENER, 1989).

A analise da composigao quimica da holocelulose e da a-celulose foi realizada
pelo método da lignina de Klason, descrito no item 3.5. Além disso, a holocelulose foi
analisada por difracdo de raios-X (DRX) segundo o item 3.8. As demais fragdes,
hemiceluloses A e B, foram analisadas por CLAE empregando o procedimento

descrito no item 3.5, apés hidrélise com H2SO4 1 mol/L por 2 h em estufa a 105 °C.
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3.8 Determinagao do indice de cristalinidade

A determinacao do indice de cristalinidade das diferentes fracbes da palha de
cana, obtidas no item 3.7, foi realizada por difracdo de raios-X (DRX). As analises de
DRX foram realizadas em um difratdmetro Shimadzu modelo X XRD-7000, usando
radiacdo Cu K,=1,5418 A, 30 mA e 40 Kv. A varredura foi de 5 a 40° com velocidade
de 2°/min. O indice de cristalinidade (ICr) foi estimado expressando a intensidade do
pico em 002 (em torno de 22 ° de 2 6) em relagao ao somatdrio da intensidade a 22 °
e a regiao amorfa em 18 ° (SEGAL et al., 1959).

3.9 Determinagao da massa molar dos carboidratos

A distribuicdo de massas moleculares (MM) dos polissacarideos da palha de
cana, bem como de suas diferentes fragées (holocelulose, hemiceluloses A e B e a-
celulose), foi obtida por cromatografia de permeacao em gel (CPG) de derivados
obtidos por carbamilagdo, de onde foram calculados os seus respectivos graus de
polimerizagao (GP) por calibragédo universal.

A carbamilagc&o das amostras liofilizadas foi realizada suspendendo 50 mg de
amostra em 4 mL de piridina seca em um tubo com tampa de teflon. Em seguida, 0,5
mL de isocianato de fenila foram adicionados e a reacao transcorreu por 48 h em
banho seco a 80 °C, agitando-se levemente a mistura ao longo do periodo reacional.
Apés este periodo, o material carbamilado foi precipitado adicionando ao tubo uma
mistura de MeOH/H20 (80:20) sob agitagéo vigorosa e o precipitado foi lavado com
esta mesma mistura até a eliminagao da piridina, descartando o sobrenadante apos
cada lavagem. O precipitado foi entdo seco e armazenado em dessecador a vacuo
contra P20s. Posteriormente, cada amostra foi solubilizada em tetrahidrofurano (THF,
grau espectrométrico) a fim de se obter uma concentragdo massica de 1 mg/mL. Apos
a solubilizacdo, a amostra foi filtrada e analisada por CPG para determinacao da
distribuicdo em massa molar aparente.

As analises foram realizadas utilizando um cromatografo a liquido Waters
modelo 1515 e quatro colunas TSK Gel (7,8 x 300 mm) em série, cujos limites de
exclusdo corresponderam a 4x107 (TSK 6000 HXL), 4x10° (TSK 4000 HXL), 6x104
(TSK 3000 HXL) e 1x 103 (TSK 1000 HXL) unidades de massa atémica. As amostras
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foram monitoradas por detectores de indice de refracao e de espectrofotometria no
ultravioleta (UV em 240 nm), modelos 2414 e 2487 (Waters), respectivamente,
utilizando THF como fase moével a uma vazao de 1 mL/min e a temperatura da coluna
em 45°C.

A curva de calibragao foi gerada a partir do perfil de elui¢ado de vinte padroes
de poliestireno. Uma dispersao tipica de 2-3% foi observada na curva bimodal como
resultado de uma modelagem quadratica. O calculo da massa molar foi realizado pelo
método de calibragao universal, utilizando os coeficientes alfa (a) e kappa (k) de Mark-
Houwink (VALTASAARI; SAARELA, 1975) de 0,92 e 2,01x10 para a celulose per-
carbamilada, respectivamente, e de 0,74 e 1,18x10* para o poliestireno, utilizando
THF como solvente. Assim, baseados na curva de calibracdo dos padrdes de
poliestireno, foi possivel calcular o numero molar médio (ou média aritmética das
massas molares, MMn) e a massa molar média (ou média ponderada das massas
molares, MMw) dos polissacarideos da palha de cana. O GP foi determinado através
da equacao de GP= MM/519, onde o numerador corresponde a massa molar obtida
na curva de calibragdo e o denominador corresponde a massa molar de uma unidade
de anidroglucose per-carbamilada (Ramos et al., 1992). Neste caso, os valores
calculados de GP para hemiceluloses per-carbamiladas utilizaram os valores de a k
mencionados acima, devido a inexisténcia na literatura especializada de valores
especificos para esta classe de compostos, tratando-se, portanto, de uma

aproximacao.

3.10 Determinacgao da razdo molar dos carboidratos

As razdes molares dos carboidratos presentes na palha nativa e pré-tratada
foram obtidas através da acetilagdo dos hidrolisados de Klason, utilizando o método
do acetato de alditol (BLAKENEY et al., 1983). Primeiramente, 500 pL do hidrolisado
foram neutralizados com 120 puL de amdnia (1 mol/L) em um tubo com tampa de teflon,
ao qual foram posteriormente adicionados 50 pL de uma solugdo de myo-inositol
(padrao interno), preparado a partir de 0,2 g do padrao em 100 mL de agua destilada.
A solucao foi reduzida a 40°C por 90 min em banho seco com 1 mL de uma solugao
de borohidreto de sddio 20 mg/mL em dimetilsulfoxido. Terminado o tempo de reacgao,

200 uL de acido acético glacial foram adicionados a mistura, que foi agitada
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vigorosamente por 15 s para entdo receber 200 pL de 1-metilimidazol e 2mL de
anidrido acético. Esta mistura permaneceu em repouso por 15 min a 25°C para que
ocorresse a acetilagdo. O excesso de anidrido acético foi neutralizado com a adi¢cao
de 5mL de agua destilada gelada e os monossacarideos acetilados foram extraidos
com 1 mL de diclorometano para serem analisados por cromatografia em fase gasosa
com detecgao por espectrometria de massas (CG-EM).

As analises por CG-EM foram realizadas em um cromatografo Varian modelo
450-GC com coluna capilar VF-5MS (30 m x 0,25 mm) e fase estacionaria com filme
de 25 ym. A fase mével utilizada foi hélio 5.0 a uma vazao de 1 mL/min (propor¢ao de
split de 1:80). O injetor Varian, modelo 1177, foi mantido a 210 °C durante toda a
corrida cromatografica. Uma rampa de pressao foi estabelecida no injetor com
controlador de fluxo eletrénico que foi inicialmente mantido por 4 min a 10 psi, seguido
de um acréscimo de 2 psi/min até atingir 20 psi, que foi mantido pelo tempo de 8,5
min. Paralelamente, a coluna foi submetida a seguinte programacéo de temperatura:
inicialmente, 180 °C por 2 min, ao que se seguiu uma rampa de 5 °C/min até 195 °C,
que foi mantida por 1 min para depois ser elevada a 210 °C com uma rampa de 1,5
°C/min, totalizando 16 min de corrida cromatografica. O detector seletivo de massas
Varian 320-MS, no modo de impacto de elétrons, foi programado para uma espera de
6,8 min sem aquisicdo de dados, sendo entdo acionado o modo de monitoramento de
multiplas reagbées com 0,7 u.m.a (unidade de massa atdbmica), tempo de
escaneamento de 0,32 s e faixa de leitura de massas entre 43 e 400 Da. O processo
de integracéo utilizou medida de area por altura, calibracédo interna e minimizagao de
ruidos. Os critérios de confirmagdo de compostos foram absolutos em relagdo aos
ions de referéncia. Uma tolerancia de 5 % foi admitida no tempo de retencao relativo
e a quantificacao foi feita pelo método de parametros de monitoramento do ion
seletivo. Os parametros de integragdo admitiram janela de pico de 10 s e uma

sensitividade sinal/ruido igual a 8.

3.11 Extracao da lignina dioxano

Para a extragao da lignina, 5 g de palha livre de extraiveis foram acomodadas

em um baldo de fundo redondo, no qual foi adicionado 100 mL de uma solugao de
dioxano:HCI 2 mol/L (9:1) (FUKUSHIMA; HATFIELD, 2001) que permaneceu sob
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refluxo por 30 min sob atmosfera de N2. Apos esse periodo, o sistema foi resfriado e
a solucgao foi filtrada a vacuo. O residuo sdlido fibroso foi lavado com dioxano 96% e
depois com agua, sendo seco em estufa a 50 °C. Ja o filtrado foi neutralizado com
bicarbonato de sddio, filtrado sob vacuo em membrana de nailon e evaporado até
aproximadamente 20 mL sob pressio reduzida para concentragdo da lignina. Esta
solugdo foi gotejada em um béquer contendo 200 mL de agua destilada sob agitagcéo
vigorosa e a suspensao final foi entdo centrifugada por 15 min a 5.000 rpm. O
precipitado foi separado e dissolvido em 5,0 mL de dioxano, filtrado e novamente
gotejado em um frasco de centrifuga que continha 200 mL de éter etilico anidro. A
mistura foi centrifugada por 15 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
(lignina) lavado mais duas vezes com éter etilico anidro para remogao da agua. Por
ultimo, a lignina foi lavada com 80 mL de éter de petroleo, centrifugada (descartando
0 sobrenadante), seca em estufa a 50 °C e transferida para um frasco escuro onde foi
armazenada sob refrigeragcdo (FUKUSHIMA; HATFIELD, 2001). A composi¢céo
quimica, tanto da lignina extraida como da fibra resultante, foi determinada segundo

a metodologia da lignina de Klason (item 3.5).

3.12 Caracterizagao da lignina dioxano

A lignina extraida com dioxano foi caracterizada quanto a porcentagem de
hidroxilas fendlicas e alifaticas, grupamentos acidos e carbonilas. A lignina dioxano foi
também analisada por RMN de '3C (ressonancia magnética nuclear de carbono-13)
por termogravimetria e por microscopia eletrénica de varredura, além de ser acetilada
para ser analisada por RMN de 'H (ressonancia magnética nuclear de hidrogénio) e
cromatografia de permeacado em gel. As metodologias utilizadas seguem descritas

abaixo.

3.12.1 Hidroxilas fendélicas

Para a determinacado de hidroxilas fendlicas, foi empregado o método de
espectrometria diferencial na regido do ultravioleta, que inicialmente consiste na
preparagao de uma solugao estoque de lignina (0,5 mg/mL em dioxano 96 %) cujo pH

foi ajustado em 13 pela adigdo de NaOH 1,0 mol/L. Um branco foi feito na mesma



37

diluicdo, porém em pH 1, ajustado pela adicdo de HCI 1,0 mol/L. A varredura foi
realizada utilizando-se em um espectrofotdbmetro de absor¢gao no ultravioleta/visivel
de feixe duplo modelo, marca Varian, modelo Cary 100 Scan. O teor de hidroxilas

fendlicas foi calculado pela equacéo:

_ (A250-0,192)
C I

% Equacéo 3
onde A250 é a absorbancia da solugdo em 250 nm ja subtraida da absorbancia relativa
a linha de base do espectro, 0,192 é a relagdo de porcentagem de hidroxila fendlica

por absortividade em 250 nm (L/g.cm) e C é a concentragado de lignina em g/L
(GUERRA, 2002).

3.12.2 Hidroxilas alifaticas

A amostra (100 mg) foram adicionados 5 mL de mistura ftalante (50 mL de
piridina e 5 g de anidrido ftalico) e 2 mL de benzeno. O frasco foi fechado e mantido a
80 °C por 3 h. Apos este periodo, foram adicionados 5 mL de agua para neutralizar o
excesso de anidrido ftalico e o frasco permaneceu por mais 10 min na temperatura de
80 °C. Posteriormente, a amostra foi filtrada em cadinho Gooch n° 2 e o filtrado foi
titulado com KOH 0,2 mol/L, utilizando como indicador a fenolftaleina. A porcentagem
de OH foi obtida pela equagao (ZAKIS, 1994):

(b-a)- f-170

m

% = Equacao 4

onde b e a correspondem aos volumes de KOH gastos na titulagdo do branco e da

amostra, f é a concentracdo do KOH e m é a massa da amostra em mg.

3.12.3 Hidroxilas totais

O porcentual de hidroxilas totais foi determinado pela soma das hidroxilas

fendlicas e hidroxilas alifaticas.
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3.12.4 Grupamentos acidos

Cerca de 40 mg de lignina foram tratados com 5 mL de LiOH 0,1 mol/L e 2 mL
de etanol em um frasco fechado, que foi acondicionado a 85 °C por 3 min, seguido da
adicao de 1 mL de cloreto de bario e de repouso até resfriamento. Agua foi adicionada
até um volume final de 25 mL e, apds agitagéo, o material foi centrifugado. A 20 mL
do sobrenadante obtido foram adicionados 5 mL de HCI 0,1 mol/L e gotas de vermelho
de metila. O excesso de acido foi titulado com LiOH 0,1 mol/L e a porcentagem de

grupamentos acidos foi calculada segundo a equacgéo:

% =

(b-a)- [-212,5

m

Equacéo 5

onde b e a correspondem ao volume de LIOH gasto na titulagdo do branco e da

amostra, fé a concentragédo do LiOH e m & a massa da amostra em mg (ZAKIS, 1994).
3.12.5 Carbonilas

Amostras de lignina (80 mg) foram acondicionadas em tubo, onde se
adicionou 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 5 mL de mistura oximante (0,2 mol/L
NH20H-HCI e 0,08 mol/L trietanolamina). O tubo foi aquecido a 80 °C por 2 h. Em
seguida, o conteudo foi transferido quantitativamente a um Erlenmeyer com um
minimo de agua e o excesso de trietanolamina foi titulado com HCI 0,1 mol/L até pH

3,3. O teor de carbonilas foi obtido pela equagao:

(b—a)- f-280,
- ,

% =

Equacéo 6

onde b e a correspondem aos volumes de HCI gastos na titulagdo do branco e

amostra, f é a concentragdo do HCl e A € a massa da amostra em mg (ZAKIS, 1994).
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3.12.6 Acetilagao

A cerca de 50 mg de lignina foram adicionados 2 mL de uma mistura de
anidrido acético:piridina (1:1, v:v) e a suspenséao foi deixada por 54 h na temperatura
ambiente. Posteriormente, o excesso de anidrido foi destruido com 13 mL de etanol,
seguido de repouso por 30 min. Os solventes foram entdo evaporados sob baixa
pressao e a piridina removida por co-evaporagao com metanol e etanol. Apds a
remocao da piridina, foi realizada uma extragcao liquido-liquido com &gua e
diclorometano para a remogao do acido acético. A fase organica foi seca com sulfato
de sdédio anidro, filtrada e o diclorometano foi retirado por evaporagcdo a pressao
reduzida. A amostra acetilada foi entdo dissolvida em cloroférmio e posteriormente
seca contra pentoxido de fosforo e lentilhas de hidréoxido de potassio em dessecador
(DENCE; LIN, 1992). Para confirmacao da acetilagdo da lignina foi realizado uma
analise por espectrometria no infravermelho em um equipamento espectrdmetro
Varian 660-IR, empregando pastilhas de KBr (3 mg de amostra em 150 mg KBr) e

analisadas na regido de 500-4000 cm-! com resolugéo de 4 cm™' e varredura de 64.

3.12.7 Ressonéancia magnética nuclear (RMN)

3.12.71 RMN de 'H

O espectro de RMN de hidrogénio (RMN de 'H) da lignina acetilada foi
adquirido por 4 h em um espectrémetro Bruker Avance 400 MHz. Cerca de 30 mg de
lignina acetilada foi dissolvida em 0,5 mL de cloroférmio deuterado (CDCl3) (& = 7,29
ppm) contendo 1 % de TMS (tetrametilsilano) como padrao interno. Os deslocamentos
quimicos obtidos no espectro de RMN de 'H foram tabelados e comparados com
dados disponiveis na literatura (DENCE; LIN, 1992).

3.12.7.2 RMN de 3C

A anadlise por RMN de carbono-13(RMN de '3C) da lignina dioxano foi
realizada como método nao destrutivo para avaliar os detalhes de sua estrutura
quimica e grupos funcionais. O espectro de RMN de '3C foi adquirido por 24 h em um
espectrometro Bruker Avance 400 MHz a 60 °C (323 K), utilizando tubo de 10 mm

contendo 700 mg de amostra em 1,8 mL de dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-
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ds) (3 39,6). Os deslocamentos quimicos obtidos no espectro de RMN de '3C foram

tabelados e comparados com dados disponiveis na literatura (DENCE; LIN, 1992).

3.12.8 Determinagcao da massa molar aparente

A distribuicdo em massas molares aparentes das amostras de lignina
acetilada foi determinada por cromatografia de permeacdo em gel (CPG),
empregando o procedimento descrito anteriormente para a celulose per-carbamilada.
As analises foram realizadas a 45 °C em duas colunas TSK Gel (HXL G2000 e G1000)
em série, utilizando um cromatografo liquido Waters modelo 1515. Tetrahidrofurano
(THF) foi empregado como fase moével a uma vazao de 1 mL/min e o eluato da coluna
foi monitorado por detectores de indice de refracdo e de espectrofotometria no

ultravioleta (UV em 280 nm), respectivamente.

3.12.9 Analise termogravimétrica (ATG)

A analise termogravimétrica da lignina dioxano foi obtida em um equipamento
Mettler Toledo TGA/s-DTA851 e usando cadinhos de platina. A analise foi realizada
sob fluxo de oxigénio (50 mL/min) com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min até

atingir a temperatura de 1000 °C.

3.13 Determinacgao dos teores de acido fertlico e p-coumarico

A determinacao dos teores de acido ferulico e p-coumarico foi realizada em
duas temperaturas, 30 e 170 °C, uma vez que a extracao a 30 °C extrai a forma éster
e a 170 °C extrai as duas formas (éster e éter). Pela diferengca do valor destas, é
possivel obter o teor da forma éter.

O primeiro experimento consistiu em pesar aproximadamente 200 mg de
palha seca em um Erlenmeyer de 125 mL, sendo adicionados 16 mL de NaOH 2 mol/L
lacrado com Parafilm® e mantido sob agitagéo a 120 rpm e 30°C por 20 h. Ao final das
20 h, o Erlenmeyer foi retirado e a solugéo foi acidificada até aproximadamente pH 2

utilizando-se um potenciébmetro e um agitador magnético. Apdés a acidificagdo, a
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suspensao foi avolumada em um baldo de 50 mL e armazenada em geladeira por 12
h.

O segundo experimento consistiu em pesar aproximadamente 200 mg de
palha seca e 2 mg de antraquinona P.A em um reator de acgo inoxidavel. Ao reator
foram adicionados 16 mL de NaOH 4 mol/L e uma barra magnética. O reator foi
fechado e colocado em um banho de silicone. Quando atingido a temperatura de
170°C, o reator foi mantido no banho por 2 h e, ao final deste tempo, o reator foi
retirado e resfriado em banho de gelo. Quando o reator atingiu a temperatura
ambiente, a solugéo foi acidificada sob agitagdo magnética até pH 2, com auxilio de
um potencidmetro. Apos a acidificagéo, a suspensao foi avolumada em um baldo de
100 mL e armazenada em geladeira por 12 h.

Em ambos os experimentos (30 e 170°C), ao final das 12 h sob refrigeracao,
os balbdes foram acondicionados a temperatura ambiente. Para a analise dos acidos
ferulico e p-coumarico, uma pequena aliquota de cada balao volumétrico foi filtrada
em membrana de 0,45 um e injetada em um cromatografico FPLC AKTA Purifier,
conectado a uma coluna de fase reversa (C18). A analise foi realizada a um fluxo de
0,8 mL/min com uma fase moével contendo acetonitrila:agua (1:4) com 1% de acido

acético P.A.

3.14 Pré-tratamento

O pré-tratamento da palha de cana-de-agucar foi realizado pelo processo de
explosdo a vapor com o objetivo de romper a estrutura lignoceluldsica, recuperar os
trés componentes basicos da biomassa nas fracdes soluveis e insoluveis, e aumentar
a susceptibilidade do componente celulésico ao tratamento enzimatico. Os
experimentos foram realizados na auséncia e na presenca de um catalisador (acido
fosférico) para aumentar a eficiéncia do processo.

Os experimentos foram realizados utilizando dois planejamentos fatoriais do
tipo 23, variando-se o tempo, a temperatura e a umidade (auto-hidrdlise) ou a
concentracado de acido empregada na reagao (catalise fosférica) em dois niveis. As
condigdes dos planejamentos encontram-se na Tabela 3. A diferenga entre os dois
planejamentos é a presenca do catalisador acido. Enquanto que o planejamento sem

catalise acida (Planejamento A), denominado auto-hidrdlise, visou estudar a influéncia
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da umidade nos rendimentos de pré-tratamento, o segundo planejamento
(Planejamento B) visou estudar os efeitos da adigdo do catalisador sobre o rendimento

e a acessibilidade dos substratos a hidrélise enzimatica.

TABELA 3. PLANEJAMENTOS FATORIAIS A E B PARA O PRE-TRATAMENTO A
VAPOR DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR.

Planejamento A Planejamento B
Auto-hidrélise Catalise Fosférica
Exp. , Exp.
Umida- Tempo Tempera- H3sPOs4 Tempo Tempera-
de (%) (min) tura (°C) (mg/g) (min)  tura (°C)
AH-1 5 AF-1 5
AH-2 8.4 10 190 AF-2 9.5 10 180
AH-3 ’ 5 210 AF-3 ’ 5 210
AH-4 10 AF-4 10
PC-AH 19 7,5 200 PC-AF 14,25 7,5 195
AH-8 5 AF-8 5
AH-9 295 10 190 AF-9 19 10 180
AH-10 ’ 5 210 AF-10 5 210
AH-11 10 AF-11 10

Os experimentos de auto-hidrélise sob menor teor de umidade (8,4 %)
utilizaram a palha seca que estava armazenada em sacos plasticos. Para os
experimentos em que a umidade da biomassa foi diferente a da palha estocada, foi
necessario borrifar um determinado volume de agua sob a palha seca de modo a
restabelecer umidade desejada (19 e 29,5 %). Ja para os experimentos de catalise
acida, a impregnacao acida foi realizada por borrifamento de uma solugao de acido
fosforico (na concentragao desejada) sobre amostras de palha com 10 % de umidade,
previamente acondicionadas em um saco plastico, sendo que o volume de agua
utilizado para preparar a solugao corresponde ao necessario para elevar a umidade
do material a 29,5 % (conforme a umidade da palha in natura). A impregnacgéao foi
realizada por 24 h antes do pré-tratamento e o0 saco plastico foi mantido selado e sob
refrigeragao durante este periodo.

O pré-tratamento da palha de cana-de-agucar foi realizado em um reator de
aco inox com capacidade para 10 L, munido de painel de controle da temperatura e
do tempo de reacdo. A pressao foi controlada na entrada principal do vapor, sendo

que esta é dividida em trés valvulas para proporcionar uma melhor distribuicdo do



43

vapor € uma maior homogeneidade do meio de reagao durante o pré-tratamento. O
reator esta acoplado a uma caldeira de alta pressdo, um compressor de ar e um
ciclone, que € empregado para a descarga do material e escape de vapores.

Para cada experimento de exploséo a vapor, 350-400 g de palha (em relagcéo
ao seu peso seco), pré-impregnada ou nao com acido fosforico, foram introduzidos no
reator pré-aquecido. A valvula de vapor foi aberta e a contagem do tempo de pré-
tratamento foi iniciada apenas quando a temperatura desejada foi atingida. Ao término
do tempo de pré-tratamento, a entrada de vapor foi fechada e, em seguida, acionou-
se a abertura da valvula inferior, promovendo a descompressao do material
(explosao). O material foi entdo arrastado para o interior de um ciclone de resfriamento
e coletado em um recipiente coletor. Posteriormente, o material coletado foi transferido
para um recipiente plastico que permaneceu fechado durante o resfriamento, para
evitar a perda de volateis. Com o material na temperatura ambiente, realizou-se a sua
filtracdo em funil de Blchner, separando a fragédo soluvel (filtrado) da fragao insoluvel
(fibras). Uma etapa de lavagem aquosa foi realizada para eliminar agucares soluveis
residuais das fibras pré-tratadas, aonde o material fibroso foi mantido sob agitagao
mecanica por 1 h, em uma consisténcia de aproximadamente 2,5 % (m/v). Em
seguida, a suspensao foi novamente filtrada em funil de Blchner, drenada e reservada
para determinacdo da umidade e analises posteriores. As fragdes soluveis da filtragao
e da lavagem, doravante denominadas FSF e FSL, respectivamente, foram
acondicionadas em garrafas plasticas e congeladas para a quantificagao de sdlidos

totais, agucares soluveis e acidos organicos, dentre outros procedimentos de controle.

3.15 Rendimento do pré-tratamento

3.15.1 Fragao insoluvel

O material fibroso obtido, apés a lavagem do material pré-tratado, foi

acondicionado em saco plastico, selado e armazenado a 2 °C. Para a realizagao de

algumas analises, uma quantidade de material foi seca em estufa a 50 °C e moido em

moinho de facas do tipo Wiley até granulometria entre 40 e 60 mesh.



44

A determinagao de sodlidos totais da fragao insoluvel (ST-FI) foi obtida pela
expressao da massa de material pré-tratado, apos a etapa de lavagem, em relacao a
massa inicial empregada no reator, sempre em relagdo ao peso seco.

Para a determinagao do teor de cinzas e da composicao quimica da fragao
insoluvel, foram realizadas analises de acordo com os procedimentos descritos nos
itens 3.2 e 3.5, respectivamente. A analise por CLAE dos hidrolisados de Klason
permitiu expressar a recuperacgao dos principais constituintes presentes na biomassa
em relacdo ao material original, expressa em relacdo a massa seca de origem
empregada no inicio do pré-tratamento, visando o fechamento do balango de massas

do pré-tratamento.

3.15.2 Fragao soluvel

As fracdes soluveis obtidas contém particularmente os acucares derivados
das hemiceluloses por hidrélise acida. Para a quantificagdo desses acgucares,
aliquotas do filtrado e do lavado foram centrifugadas em tubos Eppendorf e analisadas
por CLAE para obtencéo do perfil cromatografico dos hidrolisados. Uma etapa de pds-
hidrolise foi realizada nestas fragdes com H2SO4 1 mol/L para a hidrdlise de oligbmeros
gerados no pré-tratamento. As amostras foram entdo analisadas por CLAE nas
condigdes ja mencionadas no item 3.5. Os componentes identificados e quantificados
em ambas as fragdes pos-hidrolisadas foram convertidos em suas respectivas formas
anidras e expressos em relagdo a massa seca de origem. De forma analoga, estes
resultados permitiram expressar a recuperagao dos principais constituintes presentes
na biomassa em relagdo ao material original, para o fechamento do balanco de
massas do processo, expressa em relagdo a massa seca de origem empregada no
inicio do pré-tratamento.

O porcentual de sdlidos totais da fracdo soluvel (ST-FS) foi determinado
acondicionando 10 mL de FSF ou FSL em pesa-filtro previamente tarado, que foi
colocado em estufa a 80 °C por 24 h. Apds esse periodo, colocou-se o pesa-filtro em
estufa a 105 °C por 1 h. O teor de ST-FS foi obtido pela expressao da diferenca das
pesadas em relacdo a massa inicial seca do material in natura, ressaltando que o valor
de ST-FS é a soma dos sélidos totais da FSF e da FSL.
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3.15.3 Solidos totais e balango de massas

O rendimento dos sodlidos totais do pré-tratamento foi obtido pela soma do
porcentual de solidos da fracdo soluvel com os solidos da fracdo insoluvel,
expressando assim a recuperacdo dos solidos totais apds o pré-tratamento. Ja o
balanco de massas do pré-tratamento foi fechado com base na recuperacao de cada
componente presente nas fragdes FS e Fl, expressos em relagao ao teor inicial na
palha in natura. Pela soma do balan¢co de massas das duas fracdes, foi obtido o

balanco de massas para cada componente apods o pré-tratamento.

3.16 Estudo da variancia dos planejamentos fatoriais 23

A partir dos dados obtidos nos dois planejamentos fatoriais 23, foi possivel
fazer um estudo dos efeitos de cada variavel, de forma independente e através da
interacdo destas, por analise estatistica de variancia. Esta analise foi realizada para a
recuperacao de solidos totais na fragdo insoluvel (Fl), na fracdo soluvel (FS) e na
somatoria destas (FI+FS), bem como para o balango de massas de anidroglucose,
anidroxilose e anidroarabinose.

O calculo dos efeitos principais (variavel independente) foi realizado pela
Equacao 7, onde E* corresponde aos experimentos da variavel com o limite superior,
E- com o limite inferior e N 0 niumero de experimentos (Tabela 4). Os efeitos foram
comparados ao desvio padrdo da triplicata do planejamento, sendo considerados
significativos quando maiores do que o desvio padrao.

2Y (ET+E7)

Efeito = N Equacao 7

TABELA 4. LIMITES SUPERIORES E INFERIORES DE CADA VARIAVEL DOS
PLANEJAMENTOS FATORIAIS.

Limites Variaveis
Tempo (min)  Temperatura (°C)  Umidade [H3PO4]
Limite inferior (-) 5 180 (190) 8,4 9,5
Ponto central (0) 7,5 195 (200) 19 14,25

Limite superior (+) 10 210 29,5 19
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3.17 Determinagao dos compostos fendlicos na fragao soluvel por CLAE

Os compostos fendlicos liberados na fragédo soluvel apds o pré-tratamento
foram identificados e quantificados por CLAE utilizando uma coluna de fase reversa
C18 de 150 mm em um cromatografo Shimadzu LC10AD, utilizando eluigéo
gradiente, sendo a fase movel (FM) A uma solugao de acido férmico 2 % (v/iv) e a
fase mével B metanol puro. Foi utilizado uma rampa de 3 estagios, no inicio com 97
% da FM A e 3 % da FM B por 5 min, seguido de 20 % de A e 80 % de B por 10 min
e por ultimo, 5 % de A e 95 % de B por 5 min. Ao final da analise, a coluna foi
regenerada por 3 min apenas com a FM A. O tempo total da analise cromatografica
foi de 23 min. A temperatura do forno da coluna foi operada a 30 °C e o detector
seletivo de arranjo de diodos (DAD). Onze analitos foram monitoradas nestas
fragdes, sendo que os acidos 4-hidroxibenzaldeido, siringaldeido, p-coumarico e
ferulico corresponderam a 65-70 % dos picos detectados por CLAE. A calibracéo

para quantificagao foi externa.

3.18 Hidrdlise enzimatica dos substratos pré-tratados

Os substratos pré-tratados foram hidrolisados sob apenas uma condi¢ao para
avaliar as suas respectivas acessibilidades quimicas, empregando enzimas da
Novozymes (Novozymes Latin America, Araucaria, PR). Os ensaios enzimaticos
foram realizados em triplicata em um tubo plastico de 50 mL a 50 °C, com agitagéo a
aproximadamente 25 rpm (rotagdes por minuto) em uma incubadora rotacional. A
concentragao de sélidos totais (ST) foi de 8 % e o pH do substrato foi ajustado para 5
usando uma solugdo de NaOH 50% (m/v). Para evitar que o pH do meio reacional
diminuisse durante o processo, uma solucédo tampéao de acido citrico de 1 mol/L pH 5
foi adicionada a mistura. Ao final do tempo de hidrdlise de 72 h, aliquotas foram
retiradas e analisadas por CLAE empregando o mesmo sistema descrito
anteriormente para analise dos hidrolisados de Klason. A hidrélise foi realizada coma
enzima comercial Cellic CTec 2 da Novozymes. A dosagem enzimatica utilizada foi de

2,5 mg de enzima por grama de bagaco seco.
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3.19 Modelagem matematica para sele¢ao das melhores condigcoes

Uma regressao linear multipla foi concebida como uma regressao de minimos
quadrados para n variaveis. O calculo da matriz (Figura 16) apresenta y como fungéo
de resposta, x como as variaveis correlacionadas (por exemplo, tempo, temperatura
e concentragdo de acido) e B (na equagédo) ou b (no calculo da matriz) como
coeficientes. O termo independente e ou ¢ foi negligenciado neste modelo, pois sua

influéncia sobre a fungao de resposta nao foi significativa.
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FIGURA 16. MATRIZ UTILIZADA PARA CALCULOS DA MODELAGEM
QUADRATICA.

O coeficiente de calculo vetorial foi feito pela seguinte expressao:

b=(x"-X)" - (X"y) Equagéo 8

onde b é o coeficiente vetorial, X € as variaveis da matriz e y € o vetor da fungao
resposta.

Duas fungdes resposta foram modeladas neste estudo: a recuperagcido de
glucose, a qual expressa o balangco de massas da glucose na fragao insoluvel (FI)
derivada do pré-tratamento, e os equivalentes de glucose liberados pela hidrolise
enzimatica (EqGlc HE) dos substratos pra-tratados, nao lavados e lavados
exaustivamente com agua. Estas funcdes resposta foram ajustadas em um modelo
quadratico utilizando a Equacao 8. Esta equacédo também foi fonte para gerar as
superficies de resposta para as duas fun¢gées mencionadas acima (recuperagao de

glucose e rendimento de EqGIlc HE).

FR = ao- tempo + a1 - temperatura + a2 - [H3PO4] + a3 - tempo? + a4 - temperatura® + as
- [H3PO4)? + ae - tempo - temperatura + az - tempo - [HsPO4] + as - temperatura -
[H3PO4] + ao - temperatura- tempo - [H3PO4]

Equacéo 9
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Para validar o modelo quadratico de cada fungao de resposta, uma regressao
linear foi calculada envolvendo os valores experimentais e as estimativas tedricas
oriundas do modelo. A correlacdo linear foi considerada forte quando o coeficiente de
Pearson (P) correspondente foi acima de 0,7 (0,7<P<1,0), moderada quando P ficou
entre 0,3 e 0,7 (0,3<P<0,7) e fraca quando P ficou abaixo de 0,3.

3.20 Pré-tratamento nas condi¢oes do experimento selecionado

Para analise das modificagbes quimicas que a estrutura da biomassa sofre
com a explosao a vapor nas condicbes do experimento selecionado, um novo pré-
tratamento foi realizado utilizando 3240,0 g de palha seca impregnada com 9,5 mg/g
H3sPO4 por 10 min a 180 °C. Como a capacidade do reator € de aproximadamente
1200 g de material, 3 (trés) explosdes consecutivas foram realizadas e as fragbes
combinadas para analise quimica e calculo do balangco de massas. O pré-tratamento
foi realizado em maior quantidade com a finalidade de investigar a reprodutibilidade
do substrato obtido nestas condigbes, sendo que seu rendimento foi realizado

segundo o item 3.14 e seus subitens.

3.20.1 Determinagao dos compostos fendlicos na fragao soluvel por CG-EM

Os compostos fendlicos liberados durante o pré-tratamento sob condigcdes
selecionadas foram extraidos da FS com diclorometano, secos com sulfato de sédio
anidro, filtrado em uma membrana de 0,45 pm e em seguida analisados por CG-EM,

no mesmo sistema cromatografico descrito no item 3.10.

3.20.2 Caracterizacao do substrato

A caracterizagao do substrato foi realizada segundo as metodologias descritas
nos itens 3.2, 3.3, 3.5, 3.7 a 3.12, inclusive todos os subitens do 3.12, e 3.13.

3.20.3 Hidrolise enzimatica do substrato

A hidrdlise enzimatica do substrato lavado foi realizada nas mesmas

condi¢des do item 3.18.
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4. Resultados e Discussao

41 Caracterizacao da palha de cana-de-agucar

A palha de cana-de-acgucar foi caracterizada em relagdo a sua composigao e
propriedades quimicas e os componentes macromoleculares foram analisados a fim
de investigar sua natureza estrutural, utilizando técnicas como cromatografia e

espectrometria.

41.1 Cinzas

O teor de cinzas da palha in natura (PIN) correspondeu a 6,23 %, sendo este
inferior ao valor de 11,7 % encontrado por Almeida (2008). Este resultado foi
provavelmente devido ao fato de que, neste trabalho, a palha foi lavada com agua
antes da caracterizagao quimica (inclusive da determinagao de cinzas) para remover
poeira e outros contaminantes do solo, procedimento este que pode ter removido parte
da silica presente na superficie das folhas. Possivelmente, estes altos teores de cinzas
na palha estédo diretamente relacionados a estratégia de colheita, que acaba por gerar
um grande acumulo de inorganicos na biomassa vegetal. Altos teores de cinzas
podem ser problematicos para o pré-tratamento a vapor, pois, além de diminuir a
disponibilidade de matéria-prima para a fermentagao, acarreta em um aumento na
capacidade tamponante da mesma, levando a uma neutralizagédo parcial dos acidos
responsaveis pela hidrélise parcial dos polissacarideos constituintes da biomassa.
Além disso, também pode causar maior abrasao e corrosdo dos equipamentos.

A caracterizagdo dos compostos inorganicos (Tabela 5) presentes nas cinzas
da palha foi realizada por fluorescéncia de raios-X (FRX), usando o material obtido
por calcinacao a 900 °C. Nestas condi¢des, o porcentual de cinzas da palha foi de
5,23 %, ou seja, um pouco abaixo do valor obtido em mufla pelo método gravimétrico.
O balango massico dos 6xidos detectados por FRX correspondeu a 94,3 % do total
das cinzas, ficando abaixo da analise quantitativa usualmente obtida com esta técnica.
Este resultado foi atribuido a presenga de enxofre, o qual foi passivel de detecgao
apenas qualitativamente, uma vez que o mesmo se perde facilmente no processo de

obtencao das pastilhas utilizadas no ensaio.



50

TABELA 5. OXIDOS PRESENTES NAS CINZAS DA PALHA DE CANA-DE-ACUCAR,
EXPRESSO EM RELACAO A MASSA TOTAL DE CINZAS.

Oxido Este trabalho (%) Literatura? (%)
CaO 14,68+0,05 5,76
MgO 4,55+0,04 5,27
SiO2 51,17+0,25 52,62
Al203 6,62+0,05 15,80
Fe20s3 5,7610,02 3,93
Na20 0,18+0,01 0,12
K20 6,22+0,01 7,80
SrO 0,10+0,00 nd
TiO2 1,97+0,01 nd
MnO 0,37+0,00 nd
P20s 2,02+0,01 nd
Perda’ 0,64+0,00 0,57
Total 94,28 91,87

" Perda inerente ao fogo (perda ao fogo)
2 Samaniego, 2007

Alguns dos 6xidos presentes na biomassa também foram detectados apenas
qualitativamente, pois estavam abaixo do limite de detecg¢ao (1000 ppm), sendo eles
CuO, Nb20s, Zn0O, ZrO2 e Rb20. O 6xido predominante foi o SiO2, com um teor de
51,17 %, o que esta de acordo com os valores de 52,62 % citados por Samaniego
(2007). Outros Oxidos também se apresentaram em altos teores, porém, em
proporcdes menores quando comparadas a do SiOa.

O alto teor de CaO, MgO e K20 (6xidos basicos) fornece informacdes
importantes sobre a capacidade tamponante da fragdo inorganica da biomassa da
cana, com provaveis consequéncias sobre a susceptibilidade a explosao a vapor em
funcdo da neutralizacdo parcial dos acidos responsaveis pela hidrélise das
hemiceluloses. A palha estudada apresentou teor de CaO trés vezes superior ao
relatado na literatura, enquanto que esta medida foi semelhante para os outros 6xidos.
O alto teor de Al203 (6,62 %) foi provavelmente devido a contaminagéo por solo, sendo
este bastante inferior ao encontrado por Samaniego (2007), que foi de 15,80 %. Ja os
oxidos de Fe203 e TiO2 sao provavelmente devidos a contaminagdes oriundas do
processo de colheita, separacao e corte das diferentes fracdes da biomassa da cana.

Vale aqui ressaltar que a composi¢ao inorganica da palha depende das formas de
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cultivo, colheita e estocagem, os quais podem influenciar na composi¢caéo dos minerais

presentes na biomassa.
4.1.2 Extraiveis

Para a caracterizacdo quimica dos componentes de baixa massa molar
presentes na palha, uma extragdo sequencial foi realizada com cinco solventes em
ordem crescente de polaridade e os extraiveis obtidos em cada solvente foram
quantificados gravimetricamente (Figura 17), resultando em um porcentual total de
extraiveis de 7,03 %. Uma maior quantidade de extraiveis foi obtida na etapa de
extragdo com agua, confirmando estudos anteriores realizados por Pitarelo (2007). A
grande quantidade de material soliuvel em agua foi atribuido a presenca de
metabdlitos secundarios e carboidratos soluveis que s&o essenciais para o

crescimento da planta.
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FIGURA 17. PORCENTUAL DOS COMPOSTOS EXTRAIVEIS DA PALHA DE CANA-
DE-ACUCAR EM ETER ETILICO (EE), DICLOROMETANO (DCM),
ETANOL/TOLUENTO 1:2 (ETOH/TOL), ETANOL (ETOH 95%) E AGUA QUENTE.

A identificagdo dos grupos funcionais presentes nas estruturas dos extraiveis,
para caracterizagao preliminar de sua composi¢cao quimica, foi realizada através de

analises por espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF).



52

Os espectros de IVTF dos extraiveis obtidos em EE, DCM, etanol:tolueno
(EtOH/Tol 1:2, vlv), etanol 95 % e agua estdo apresentados na Figura 18. A
similaridade dos espectros dos extraiveis com EE, DCM e EtOH/Tol foi muito
marcante, sugerindo que uma extragdo unica com um desses solventes seria
suficiente para remover a totalidade dos extraiveis da palha de cana. Os espectros
dessas trés fragbes revelaram também que compostos oxigenados estdo sempre

presentes nestes extratos, em quantidades variaveis.
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FIGURA 18. ESPECTROS DE IVTF DOS EXTRAIVEIS DA PALHA, OBTIDOS EM
CADA UM DOS SOLVENTES UTILIZADOS.

Em geral, os extraiveis obtidos com éter etilico apresentaram um espectro de
IVTF tipico de compostos organicos alifaticos de baixa polaridade. Essa concluséo é
resultado da presenca de deformacgdes axiais em 2920 e 2850 cm-! de CH ligados em
CHs e CHz, respectivamente, assim como da deformagéo angular de CH em CH2 em
1463 cm-'. Outras evidéncias nos espectros de IVTF, incluindo a baixa intensidade

das vibragdes de estiramento de grupos OH associados, sugerem que tais extraiveis
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sao compostos principalmente por lipidios, acidos graxos, terpenos e ceras. No
espectro dos extraiveis em DCM, vibragdes do anel aromatico foram inicialmente
observadas em 1540 cm™ e estas se tornaram relativamente predominantes no
espectro dos extraiveis obtidos com EtOH:Tol, juntamente com outras bandas
caracteristicas de compostos fendlicos, esterdis e outros compostos oxigenados. A
regido de 2900-3300 cm-' foi atribuida a vibragao do estiramento de OH associados,
enquanto que a banda em 1168 cm™' corresponde a vibragdo do estiramento de O-C-
O em acetais, sendo sua maior parte pertencente as ligagdes glicosidicas dos
polissacarideos da cana. Essas bandas sdao predominantes nos espectros de IVTF
das ultimas duas familias de extraiveis, particularmente nos extraiveis com agua, cuja
hidrofilicidade e perfil de IVTF foram tipicos de carboidratos hidrossoluveis como a
pectina. Ja as bandas em 2350 cm™' e 690 cm™' os espectros dos extraiveis com EE,
DCM e EtOH/Tol se devem a presenca de CO2 por contaminacdo no preparo das

pastilhas.

4.1.3 Lignina, carboidratos e demais componentes da biomassa

Através da analise da lignina de Klason, foi possivel determinar tanto a lignina
insoluvel como a soluvel em meio acido da palha de cana, sendo que a somatoria
destas representa o teor de lignina total. Além disto, através dos hidrolisados acidos
derivados desta analise, quando caracterizados por CLAE, revelaram a presencga dos
principais monémeros constituintes de polissacarideos, como glucose (celulose),
xilose e arabinose (hemiceluloses), assim como acido acético, que se encontra
presente nas hemiceluloses como grupamento acetila. As analises por CLAE também
foram uteis para quantificar o hidroximetilfurfural (HMF) e o furfural presentes nos
hidrolisados acidos de Klason. Esses subprodutos de desidratagao foram convertidos
a pentoses e hexoses aplicando-se um fator de conversao e as quantidades
resultantes foram adicionadas aos valores totais de celulose e hemiceluloses,
respectivamente. O hidroximetilfurfural é proveniente da glucose e o furfural, da
arabinose e da xilose. Porém, uma maior parte deste ultimo deve ser proveniente da
arabinose, por esse residuo ser mais susceptivel a reagdes de hidrolise e desidratagao
do que a xilose.

Os valores obtidos para cada constituinte a partir da analise da lignina de

Klason foram calculados em relacdo a massa inicial seca de palha in natura. No
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entanto, da totalidade desta massa, 6,23 % corresponde as cinzas, 7,02 % aos
extraiveis e 3,72 % as proteinas. Para obter a composi¢cao quimica da palha de cana,
que se encontra registrada na Tabela 6 em comparagdo com dados obtidos
anteriormente para o baga¢o de cana (CANEBIOFUEL, 2010), os teores de
anidroglucose, de anidroxilose, de anidroarabinose, do grupo acetila e da lignina
(soluvel e insoluvel) foram ajustados para a massa inicial (100 %) descontado dos
teores de cinzas, extraiveis e proteinas. Em ambos os casos, a caracterizagao foi feita

empregando os mesmos procedimentos analiticos.

TABELA 6. PORCENTUAL MASSICO DOS COMPONENTES DE AMOSTRAS
SECAS E LIVRES DE EXTRAIVEIS DA PALHA E DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR.

Componente Palha (%) Bagacgo* (%)
Anidroglucose’ 35,75+0,10 37,96+0,13
Anidroxilose? 23,89+0,29 18,8940,06
Anidroarabinose? 2,57+0,02 3,34+0,02
Grupo acetila? 2,23%0,01 3,49+0,02
Lignina soluvel® 0,71+0,03 0,23+0,04
Lignina insoltvel® 16,8410,22 20,57+0,26
Cinzas 6,23+0,20 6,53+0,20
Extraiveis em solvente orgéanico 3,50+0,06 2,8510,03
Extraiveis em agua 3,52+0,06 1,13+0,05
Proteinas 3,72+0,11 1,22+0,05

Total 98,96 96,21

' Presente como componente das p-(1-4)-D-glucanas (celulose);

2 Presente como componentes das heteroxilanas (hemiceluloses);
3 Lignina insoltvel e lignina solivel em acido sulfdrico diluido.

4 CaneBioFuel (2010)

Analisando os resultados disponiveis para a palha e o bagaco de cana,
percebe-se que os teores de anidroglucose sdo semelhantes entre si, sendo de 35,75
% para a palha e de 37,96 % para o bagaco. A palha apresentou maior porcentagem
de anidroxilose, sendo de 23,89 % para a palha e de 18,89 % para o bagaco, ao passo
que, para a lignina insoluvel em meio acido, a palha apresentou teor inferior de 16,84
%, contra 20,57% do bagaco. O teor superior de hemiceluloses na palha indica que
os hidrolisados hemicelulésicos derivados do pré-tratamento a vapor provavelmente

apresentardo uma maior concentracdo de furfural, que é um dos inibidores do
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processo fermentativo de producéo de etanol. Por outro lado, o teor de grupos acetila
revela que as hemiceluloses da palha s&o menos acetiladas que as do bagaco.

Samaniego (2007) relatou teores de 41,42 % de celulose (anidroglucose),
32,65 % de hemiceluloses (soma dos porcentuais de anidroxilose, anidroarabinose e
grupo acetila) e 22,72 % de lignina total na palha de cana, revelando uma ligeira
diferenca em relacao aos teores obtidos neste trabalho. No entanto, vale aqui ressaltar
que os valores da literatura ndo foram ajustados para os demais componentes
(extraiveis, cinzas e proteinas) presentes na palha de cana, como foi realizado na
Tabela 6.

O teor inferior de lignina na palha pode ser considerado interessante para o
processo de producido de etanol de segunda geragao, ja que esta macromolécula
apresenta intima relagao estrutural com polissacarideos da parede celular. Isso revela
que as fibras da palha sdo menos lignificadas que as do bagago e que, por isto,
poderao apresentar maior susceptibilidade aos processos de pré-tratamento e

hidrélise enzimatica.

4.1.4 Caracterizagao dos carboidratos

Através da extragao oxidativa da lignina da palha livre de extraiveis com clorito
de sodio, obteve-se a holocelulose (fibras composta de celulose e hemiceluloses),
sendo que esta foi tratada com hidroxido de potassio (primeiramente a 5 % e, em
seguida, a 24 %) para obtencao das seguintes fragdes: a-celulose (celulose insoluvel
em alcali) e hemiceluloses A e B. O rendimento da extracéo foi de 77,7 % de
holocelulose (livre de lignina).

A extracdo da holocelulose e seu fracionamento foram importantes para
determinar os teores de hemicelulose A e B presentes na palha. Na Tabela 7 encontra-
se o porcentual de cada fracdo derivada da holocelulose, revelando que a
hemicelulose A esta presente em um teor trés vezes superior ao da hemicelulose B.

O clorito de sodio é relatado como um agente oxidante seletivo para a
deslignificagdo de diferentes tipos de biomassa, porém, a Tabela 8, que contém os
porcentuais massicos dos constituintes da holocelulose e de suas fragdes, revela que
uma pequena parte da lignina permaneceu nos materiais deslignificados (holocelulose
e a-celulose) apds o tratamento com clorito de sédio. Uma maior concentragcédo de

agente oxidante ou um tempo maior de reagao poderia promover uma remogao mais
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eficiente da lignina, no entanto, isto poderia levar a uma degradagao indesejada dos
carboidratos constituintes da biomassa. No entanto, mesmo utilizando as quantidades
determinadas na metodologia, ocorreram modificagbes nas estruturas dos
carboidratos que foram detectadas através das analises por difracdo de raios-X e por

cromatografia de permeacao em gel e estes resultados serdo discutidos a seguir.

TABELA 7. PORCENTUAL DA HOLOCELULOSE E DE SUAS FRACOES
EXPRESSOS EM RELACAO A PALHA SECA E LIVRE DE EXTRAIVEIS.

Componente (%)
Holocelulose 77,71+£0,29
Fracées derivadas da holocelulose:
Hemicelulose A 29,89+1,87
Hemicelulose B 10,25+1,11
a-Celulose 37,53+1,15
Total 77,67

TABELA 8. PORCENTUAL MASSICO DOS CONSTITUINTES DA HOLOCELU-
LOSE, DA a-CELULOSE E DAS HEMICELULOSES A E B.

Componente Holocelulose a-Celulose Hemicelulose A Hemicelulose B

Anidroglucose 49,26+0,21  88,71+0,58 3,53+0,47 4,5040,06
Anidroxilose 26,05+0,07  2,3410,10 60,24+0,55 36,77+0,19
Anidroarabinose 4,45+0,01 0,41+0,01 10,06+0,89 4,21+0,06
Grupos acetila 2,67+0,06 - 10,21+£0,8 27,22+0,10
Lignina 213+0,08  5,0142,66 nd nd
insoluvel

Lignina soluvel 0,23+0,02 0,62+0,03 nd nd

Total 84,79 97,09 85,91 73,38

A analise da a-celulose demonstrou que, apesar de todo o grupo acetila ter
sido removido das fibras da holocelulose, a extracdo com alcali ndo removeu
totalmente as hemiceluloses, gerando uma a-celulose com 2,34% de anidroxilose e
0,41% de anidroarabinose. O aumento no teor de lignina na a-celulose é resultado da
remogao das hemiceluloses, causando um aumento proporcional de lignina nas fibras
celulésicas insoluvel em alcali.

A Tabela 8 também revela que ambas as fragdes hemiceluldsicas isoladas da

palha contém glucose em sua estrutura primaria. No entanto, a presenga de glucose
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nos hidrolisados também pode ter resultado da extracdo parcial de fragmentos de
celulose durante o processo. Por outro lado, analisando comparativamente os dados
da Tabela 8, percebe-se que o balanco total de hidrélise foi relativamente baixo para
as hemiceluloses A e B. Este resultado esta particularmente associado a incapacidade
do sistema cromatografico em resolver e quantificar adequadamente as unidades de
acido 4-O-metilglucurdnico, presentes tanto na holocelulose quanto nas duas fragcoes
hemicelulosicas. Neste sentido, a hemicelulose B aparenta conter uma quantidade
maior destas unidades, além de um porcentual superior de anidroxilose e
anidroarabinose e de um grau de acetilagdo muito maior do que aquele observado
para a hemicelulose A. Porém, apesar de apresentar coeréncia com o processo de
extragcdo destas fracdes, esse resultado pode ter sido fruto da contaminacédo da
hemicelulose B com acido acético, utilizado em excesso na etapa de precipitacao das
hemiceluloses em etanol.

As analises por DRX (Figura 19) da palha in natura livre de extraiveis e da
holocelulose dela derivada mostraram um perfil tipico de celulose do tipo |, enquanto
que a estrutura da a-celulose foi comprometida pela extracdo alcalina das
hemiceluloses A e B. A Figura 19 também indica que o tratamento alcalino promoveu
a desorganizagao das cadeias paralelas da celulose |, sendo que, apos neutralizagao
por lavagem exaustiva com agua, ocorreu a reorganizagao das cadeias em um
empacotamento antiparalelo tipico da celulose Il, em processo usualmente conhecido

COmo mercerizagao.

3500
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FIGURA 19. PERFIL DE DRX DA PALHA IN NATURA LIVRE DE EXTRAIVEIS
(PALHA-LE) E DA SUA HOLOCELULOSE (PALHA-HOLO) E a-CELULOSE.
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Almeida (2009) realizou um estudo de mercerizagdo da celulose de sisal
através do tratamento alcalino com uma solugdo de NaOH 20 % (m/v) e, como
resultado, relatou um perfil de DRX similar ao obtido neste trabalho para a a-celulose

da palha de cana (Figura 20).

Celulose de sisal ndo mercerizada
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FIGURA 20. PERFIL DE DRX DA CELULOSE DE SISAL ANTES E APOS
MERCERIZACAO COM NaOH 20 % (M/V) (ALMEIDA, 2009)

A extragcado oxidativa da lignina com clorito de so6dio, seguido da extragcao
alcalina das hemiceluloses com hidroxido de potassio, causou modificagdes nos
indices de cristalinidade (ICr) das fragdes polissacaridicas da palha (Tabela 9), o que
caracteriza uma intervengao do presente procedimento de extragdo na organizagao
supramolecular da celulose.

TABELA 9. INDICE DE CRISTALINIDADE DOS POLISSACARIDEOS DA PALHA DE
CANA-DE-ACUCAR.

Fragéao Palha (ICr, %)
Material livre de extraiveis 64,1
Holocelulose 74,9
Fracdes derivadas da holocelulose:
Hemicelulose A Amorfo
Hemicelulose B Amorfo
a-Celulose 58,7

A Figura 21 mostra o perfil de DRX para as hemiceluloses A e B da palha e

revela que estas duas fragdes apresentam perfil tipico de uma estrutura amorfa.
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FIGURA 21. PERFIL DE DRX DAS HEMICELULOSES A E B DA PALHA.

O tratamento da biomassa com um agente oxidante foi capaz de promover a
reorganizagao da estrutura da celulose, provavelmente devido ao processo ter
quebrado as associagdes existentes entre os polissacarideos. Desta forma, as
cadeias de celulose se reorganizaram de tal maneira que promoveram o aumento no
indice de cristalinidade da holocelulose. Por outro lado, o tratamento alcalino é capaz
de promover a abertura das cadeias de celulose que irdo se reorganizar em uma nova
forma estrutural, podendo apresentar maior ou menor cristalinidade, dependendo do
novo arranjo estrutural formado. A diminuigdo do indice de cristalinidade da a-celulose
em aproximadamente 14 %, comparada ao da holocelulose, revelou que a extracao
alcalina das hemiceluloses causou uma modificacdo no arranjo estrutural da celulose
de forma a promover uma estrutura com menor organizagdo, diminuindo sua
cristalinidade.

A analise por cromatografia de permeacdao em gel (CPG) indicou que o
processo oxidativo de deslignificacdo causou uma reducdo de 50 % no grau de
polimerizagao das fibras da palha in natura (Tabela 10). Analisando o GP das fracdes
finais obtidas apds a extracdo alcalina, é interessante observar que o GP das
hemiceluloses A e B se mostraram similares entre si, ao passo que a a-celulose
apresentou um GP sendo o dobro destas. Ja a polidispersividade, que determina a
homogeneidade dos fragmentos medidos na suspensao, foi similar em quase todas
as fragdes, apresentando uma medida maior para a a-celulose, fruto do maior numero

de etapas empregadas para o isolamento desta fragao.
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TABELA 10. GRAU DE POLIMERIZAGAO E POLIDISPERSIVIDADE DOS
POLISSACARIDEOS DA PALHA DE CANA-DE-AGUCAR, DETERMINADOS POR
CPG.

Fracao Palha
MM GPwm? MMn3 GPn¢ PD3
1.139.966 2.196 1.012.931 1.952
In natura 1.039.877 2.004 928.461 1.789 1,12
1.107.865 2.135 989.165 1.906
Média 1.095.903+51.106 2.112+98 976.852+43.560 1.882+84
Holo- 665.411 1.282 301.484 581
celulose 659.398 1.271 299.769 578 1,36
663.564 1.279 300.879 580
Média 662.791+£3.080 1.27716 300.711+£870 57942
Hemi- 201.459 388 195.011 376
celulose A 210.483 406 203.758 393 1,10
202.708 391 167.527 323
Média 204.883+4.889 39549 188.765+18.906 364+36
Hemi- 215.912 416 193.157 372
celulose B 206.462 398 187.057 360 1,12
210.800 406 197.398 380
Média 211.058+4.730 40749 192.537+5.198 37110
413.159 796 161.364 311
a-celulose 413.155 796 161.362 310 2,52
392.914 757 154.686 298

Média 406.409+11.687 78323 159.137+3.855 306+7

"MMwm, massa molar média

2GPw, grau de polimerizagéo baseado na MMwm
3 MMn, numero molar médio

4GPy, grau de polimerizagédo baseado na MMn
5PD, polidispersividade (PD = GPm/GPn)

As razbes molares dos monossacarideos da palha de cana e suas fragdes
(Tabela 11) foram calculadas a partir das analises por CLAE das Tabelas 6 e 8. Esta
tabela revela que a remogao da lignina, ao contrario do esperado, hidrolisou parte da
xilose, fato devido a diminuicdo da razdo molar entre este monossacarideo e a
glucose. Ja a razao molar das hemiceluloses revela que a hemicelulose A possui mais
unidades arabinose ao longo da sua cadeia, sendo, portanto, mais ramificada do que

a hemicelulose B. Por sua vez, a a-celulose é constituida basicamente por glucose.
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TABELA 11. RAZAO MOLAR DOS MONOSSACARIDEOS PRESENTES NA PALHA
IN NATURA E NAS FRACOES DELA DERIVADAS (AnGlc:AnXyl:AnAra).

Palha AnGlc (%)  AnXyl (%)  AnAra (%) AnGlc:AnXyl:AnAra
Palha in natura 35,75 23,89 2,57 1:0,67:0,07
Holocelulose 49,26 26,05 4,45 1:0,53:0,09

Fracdes derivadas da holocelulose
Hemicelulose A 3,53 60,24 10,06 1:17,07:2,85
Hemicelulose B 4,50 36,77 4,21 1:8,17:0,94
a-Celulose 88,71 2,34 0,41 1:0,03:0,00

4.1.5 Caracterizagao da lignina

O rendimento da lignina extraida com dioxano:HCI foi de 68,95 %, calculado
em relagao ao teor de lignina de Klason na palha in natura. A composi¢gao quimica da
lignina e das fibras deslignificadas foi obtida a partir da metodologia de Klason, cujos
resultados estdo apresentados na Tabela 12. Os dados obtidos revelam que, mesmo
apos a extragdo, 7,96 % de lignina total ainda permaneceram nas fibras, justificando
parcialmente o rendimento de 68,95 %. As fibras deslignificadas apresentaram-se
ricas em glucose e grande parte das hemiceluloses foi removida junto com a lignina.
As condi¢des de extragao da lignina, que envolvem a presenca de um acido mineral
e calor, justificam esse resultado. Nestas analises, apenas a anidroxilose foi
quantificada (10,12 %), sendo que a anidroarabinose e os grupos acetila, se
presentes, encontraram-se em niveis inferiores ao limite de deteccdo pelo método
utilizado.

A composicao quimica da palha in natura livre de extraiveis revelou uma razéao
AnXyl:AnAra de 6:1. ApOs a extragao por acidolise, a composig¢ao quimica da lignina
dioxano revelou uma razao de praticamente 1:1. Isto indica que a anidroarabinose
esta mais intimamente associada com a lignina do que a xilose, provavelmente devido
as unidades de arabinose serem ramificacdes das cadeias de xilose, estando mais
acessiveis para formar ligagdes com a estrutura da lignina. Sendo assim, a xilose foi
facilmente hidrolisada e removida, enquanto que a arabinose permaneceu associada

a estrutura da lignina, apés a extragdo com dioxano:HCI.
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TABELA 12. COMPOSIGCAO QUIMICA DA LIGNINA E DAS FIBRAS RESULTANTES
DA EXTRACAO COM DIOXANO:HCI, A PARTIR DA PALHA LIVRE DE EXTRAIVEIS.

Componente Fibra deslignificada Lignina
Anidroglucose 81,87+0,28 nd
Anidroxilose 10,12+0,19 0,35+0,04
Anidroarabinose nd 0,41+0,06
Grupos Acetila nd nd
Lignina insoluvel 6,70+1,26 83,97+1,14
Lignina soluvel 1,26+0,07 1,3410,33

Total 99,95 86,30

A andlise da composi¢cdo quimica da lignina indicou que, com a técnica
utilizada, foi possivel obter uma lignina com baixa contaminacéo por carboidratos, o
que é ideal para a sua caracterizagdo quimica. Somado a isto, o rendimento de
extracdo (68,95 %) foi bastante satisfatorio quando comparado com dados
encontrados na literatura. Por exemplo, utilizando a mesma técnica, Nadji et al. (2009)
obtiveram um rendimento de 50,1 % para esparto (ou alfa) e Oliveira et al. (2009), de
apenas 37 % para caule de banana.

A Figura 22 mostra o perfil de IVTF da lignina dioxano da palha in natura antes
e depois da acetilagdo. Esta figura revela que a metodologia utilizada foi eficiente na
acetilacdo das hidroxilas da estrutura da lignina, fato atribuido devido a auséncia do
estiramento de OH no espectro da lignina dioxano acetilada (regido de 3400 cm™) e
pelo aumento na intensidade da banda em 1720-1750 cm™' atribuido a C=0 n&o
conjugadas. As bandas em 1425, 1460, 1510 e 1600 cm-" foram relativas as vibragbes
de anéis aromaticos. Ja a banda em 1128 cm-! foi atribuida a C-O de estrutura siringila,
enquanto que as bandas em 1030 e 1260 cm-!, foram atribuidas a C-H e C-O,
respectivamente, de unidades guaiacila (SALIBA; RODRIGUEZ, 2001). Por outro
lado, a banda em 830 cm-' foi atribuida as ligagdes C-H de unidades p-hidroxilbenzil
(H) de ligninas do tipo HGS, cuja ocorréncia é tipica em gramineas como a cana-de-
acucar (FAIX; GRUNWALD, 1992). A lignina dioxano acetilada foi utilizada para
realizar as analises de RMN de 'H e de cromatografia de permeagdo em gel. As

demais analises foram realizadas a partir da lignina dioxano sem acetilar.



63

100

—LPIN

90+ — LPIN-acetilada

80

704 /||

60 \
_ \ \ /
50 - \ \ b X
[

Absorbancia (unidade arbritaria)

| | | “\ﬂ N
40 \ 4 | | V) /
1 \ ﬂ ‘\ \‘ M I g(
30 \| W
! 7
20 T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda ( cm™)

FIGURA 22 . PERFIL DE IVTF DA LIGNINA DIOXANO DA PALHA IN NATURA
ANTES (LPIN) E DEPOIS DE ACETILADA (LPIN-ACETILADA).

A partir da lignina dioxano, uma sequéncia de analises foi realizada no intuito
de caracterizar quimicamente a sua estrutura. As Figuras 23 e 24 trazem o espectro

de RMN de '3C da lignina dioxano e de 'H da lignina dioxano acetilada.
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FIGURA 23. ESPECTRO DE RMN DE "3C 400 MHz DA LIGNINA DIOXANO DA
PALHA EM DMSO-ds.
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FIGURA 24. ESPECTRO DE RMN DE 'H 400 MHz DA LIGNINA DIOXANO DA
PALHA EM CDClLas.

A Tabela 13 revela que a porcentagem de 14,6 % de grupos metoxilas,
determinados a partir do espectro de RMN de '3C (Figura 23), foi bem coerente com
o teor encontrado a partir do espectro de RMN de 'H (Figura 24), que foi de 14,9 %.
Estes dados revelam que a lignina da palha de cana possui mais metoxilas do que as
palhas de milho e de soja, onde Saliba et al. (2001) encontrou teores de 6,67 e 1,79

%, respectivamente.

TABELA 13. PORCENTUAL DOS GRUPOS FUNCIONAIS PRESENTES NA
ESTRUTURA QUIMICA DA LIGNINA DIOXANO.

Componente Lignina dioxano (%)

Hidroxilas fendlicas 1,0510,04
Hidroxilas alifaticas 5,47+0,28
Hidroxilas totais’ 6,52
Grupamentos acidos 0,25+0,04
Carbonilas 0,15+0,01
Carbonos aromaticos totais? 85,4

Grupos metoxilas? 14,6 (14,9)3

' Somatério de hidroxilas fendlicas e alifaticas

2 Relagdo entre a integracdo do deslocamento quimico de OCHs entre 55,7-55,9 ppm e a
regido de aromaticos totais (100-162 ppm).

3 Integragéo da regigo 3,5-4,0 ppm do espectro de RMN de 'H.
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Os sinais mais intensos no espectro de RMN de 'H da lignina acetilada foram
os referentes aos acetatos alifaticos (2,05 ppm), aos acetatos aromaticos (2,31 ppm)
e aos grupamentos metoxilas (3,78 ppm). Por outro lado, a diferenca de intensidade
entre os sinais em 6,64 (H-Ar em unidades siringila) e 6,99 ppm (H-Ar em unidades
guaiacila) (DENCE; LIN, 1992) indicam que a lignina da palha possui mais unidades
guaiacila do que siringila em sua estrutura. Este dado €& comprovado pelo
aparecimento de um intenso sinal em 116,4 ppm no espectro RMN de '3C, referente
a C-5 em unidades guaiacila, revelando que a lignina da palha realmente apresenta
um alto teor de unidades guaiacila. A lignina predominantemente guaiacilica € uma
lignina mais ramificada e condensada, que apresenta uma maior associagdo com
polissacarideos como as xilanas. Estudos realizados recentemente em nosso grupo
de pesquisa revelaram que a lignina do bagac¢o de cana, em comparagao com a palha,
possui maior quantidade de unidades siringila em sua estrutura. Ao contrario da lignina
do tipo guaiacila, a presencga de unidades siringila resulta em uma lignina mais linear
e menos condensada, com menor interagdo com os polissacarideos. Estas
informacgdes sdo de suma importancia para o processo de bioconversao a etanol, pois
a extensao da interagao da lignina com os polissacarideos ira definir a susceptibilidade
da biomassa ao pré-tratamento.

A Tabela 13 revela ainda que a lignina da palha possui 6,52 % de hidroxilas
totais, sendo que as hidroxilas alifaticas estao presentes num porcentual superior em
cinco vezes do que as hidroxilas fendlicas. Dados encontrados na literatura para o
bagaco de cana relatam um teor de 1,9 % para hidroxilas fendlicas (FAIX et al, 1992),
demonstrando que a palha apresenta teor relativamente inferior (1,05%).

A analise por CPG do material per-acetilado (Tabela 14) demonstrou que a
lignina da palha possui uma média massica de massa molar aparente (MMAwm) de
9.351 e numero molar médio (MMAN) de 2.688, resultando em uma polidispersividade
de 3,58.

A termodegradacao da lignina dioxano (Figura 25) é um processo lento em
relagéo a celulose e as hemiceluloses, que sdo degradadas em uma estreita faixa de
temperatura. A ampla faixa de temperatura para a degradagao da lignina (200-450 °C)
pode ser explicada pelo fato de que esta macromolécula apresenta uma estrutura
complexa composta por uma diversidade de ligagdes quimicas e grupos funcionais,
como anéis aromaticos, carbonilas, éteres arilicos, metoxilas e hidroxilas fendlicas e

alifaticas. Ligacbes mais frageis, particularmente aquelas envolvendo grupos
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funcionais oxigenados, sdo quebradas em temperaturas mais baixas, enquanto que,
em temperaturas mais elevadas (>400 °C), reagdes de decomposi¢cdao e de
condensacgao dos anéis aromaticos sao possiveis através de mecanismos de pirdlise
(DOMINGUEZ et al., 2008).

TABELA 14. MASSA MOLAR APARENTE E POLIDISPERSIVIDADE DA LIGNINA
DIOXANO ACETILADA, OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM
GEL.

Componente Lignina Dioxano (Da)
MMAwm (massa molar média aparente) 9.351+397,50
MMAN (numero molar médio aparente) 2.688+185,29
Polidispersividade (MMAW/MMAN) 3,4810,10
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FIGURA 25. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DA LIGNINA DIOXANO DA PALHA.

A faixa de degradacéao da lignina da palha de cana foi de aproximadamente
200 a 420 °C. Depois de atingida a temperatura final de combustdo, o residuo
remanescente correspondeu a 2-3 % de material, que representa o teor de material
fixo residual de natureza inorganica (cinzas). Zhang (2008) relatou que a lignina da
palha de trigo possui uma temperatura inicial de degradagao de 266,2 °C, utilizando

atmosfera de oxigénio, sendo que o residuo obtido depois de atingido a temperatura
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de 550 °C correspondeu a 10,1 % do material de origem. Além disso, a lignina da
palha apresentou um unico pico exotérmico em aproximadamente 380 °C, indicando

que a lignina ndo apresentava contaminagao por carboidratos.

4.2 Explosao a vapor

O pré-tratamento promoveu uma quebra substancial da estrutura
lignoceluldsica, liberando diferentes tipos de unidades, tanto mono como
oligossacaridicas, além de outros subprodutos de hidrélise e desidratagao.

Os pré-tratamentos realizados sob condicées mais brandas resultaram em
uma maior quantidade de oligbmeros na fracdo soluvel (proveniente da hidrolise
parcial das hemiceluloses), ndo sendo possivel quantifica-los através de
cromatografia a liquido. Portanto, para a quantificagdo cromatografica e fechamento
do balango de massas de cada constituinte, uma etapa adicional de pos-hidrélise com
acido sulfurico diluido (1 mol/L) foi realizada de modo a converter todos os
carboidratos em suas formas monomeéricas.

A Figura 26 permite observar os cromatogramas obtidos antes e depois da
etapa de pds-hidrolise, com base nos detectores de indice de refracdo (RID) e de
absor¢ao no ultravioleta (UV).

Os picos existentes na faixa de 6 a 8 min dos cromatogramas da fragao soluvel
nao hidrolisada (Figura 26A) correspondem aos oligossacarideos gerados no pré-
tratamento. Por outro lado, a Figura 26B apresenta o cromatograma da fragao soluvel
pos-hidrolisada, onde é possivel observar o desaparecimento dos picos desta regiéo,
demonstrando que os oligossacarideos foram quase que totalmente hidrolisados,
causando um aumento relativo dos picos de glucose, xilose, arabinose e acido acético.
Ja o cromatograma obtido por espectrometria de absor¢ao no ultravioleta, antes da
pos-hidrolise (Figura 26C), revela a presenga de hidroximetilfurfural e furfural na
fracao soluvel derivada do pré-tratamento. Com a etapa adicional de hidrdlise dos
oligbmeros, o teor destes subprodutos de desidratagdo diminuiu, sendo um pouco
mais acentuado no teor de HMF, como pode ser observado pelo cromatograma da

Figura 26D, indicando perdas por degradagao durante a pos-hidrélise.
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4.2.1 Planejamento A — Auto-hidrodlise

O planejamento fatorial de auto-hidrdlise (Planejamento A) foi utilizado para
investigar o efeito do tempo de permanéncia no reator, da temperatura e da umidade
da palha sobre o rendimento das fracbes soluvel e insoluvel derivadas do pré-
tratamento. Os dados obtidos para o rendimento de sdlidos totais (ST) apos o pré-
tratamento, tanto para a fragao insoluvel (FI) como para a fragao soluvel (FS) (Tabela
15), revelam que o rendimento de ST-FI diminuiu com o aumento da severidade, ao
passo que o rendimento de ST-FS aumentou proporcionalmente, devido a

solubilizacado de parte das hemiceluloses no hidrolisado.

TABELA 15. RENDIMENTOS DAS FRACOES INSOLUVEIS (ST-FI), SOLUVEIS (ST-
FS) E DO TOTAL (ST-FI+ST-FS), EXPRESSOS EM SOLIDOS TOTAIS PRESENTES
EM CADA UMA DAS FRACOES DO PLANEJAMENTO A.

Exp. Condigoes Rendimento (%)

t (min), T (°C), umidade (%) ST-FI ST-FS Total
AH-1 5,190, 8,4 83,4 13,2 96,7
AH-2 10, 190, 8,4 80,3 11,0 91,4
AH-3 5,210, 8,4 76,5 16,1 92,6
AH-4 10, 210, 8,4 67,7 20,4 88,1
Média PC-AH (7,5, 200, 19) 79,5+0,9 15,9410 95,3+0,3
AH-8 5,190, 29,5 75,6 18,4 94,0
AH-9 10, 190, 29,5 78,4 18,2 96,6
AH-10 5,210, 29,5 63,3 21,8 95,1
AH-11 10, 210, 29,5 67,9 24 4 92,2

O pré-tratamento realizado sob condi¢des mais brandas (AH-1) apresentou
os melhores rendimentos da Fl e rendimento total, sendo estes de 83,4 e 96,7 %,
respectivamente, ao passo que o experimento AH11, de condicbes mais severas,
apresentou o maior rendimento da FS (24,4 %).

A Tabela 16 fornece a composicao quimica da Fl do material pré-tratado sem
catalise acida, paralelamente aos resultados derivados da palha in natura (PIN). Os
pré-tratamentos mais severos promoveram uma maior solubilizacdo das
hemiceluloses, sendo quase totalmente removidas das fibras nos pré-tratamento AH-
4 e AH-11. No geral, devido a esta remogao, os teores de anidroglucose, lignina e

cinzas aumentaram em relagao ao teor inicial na palha in natura (PIN).
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TABELA 16. COMPOSICAO QUIMICA DA FRACAO INSOLUVEL APOS O PRE-
TRATAMENTO DO PLANEJAMENTO A.

Exp. Composig¢ao Quimica Fl (%)
AnGlc AnXyl AnAra Lignina Cinzas

PIN’ 35,75+0,10 23,89+0,29 2,57+0,02 17,55+0,18  6,23+0,20
AH-1 42,65+0,14 19,12+0,05 2,141+0,01  27,4410,34  4,03+0,17
AH-2 44,47+0,76 15,2910,40 2,84+0,01  29,22+0,15 6,17+0,28
AH-3 48,81+0,33 6,76+0,23 0,99+0,01  33,95+0,50 7,51+0,20
AH-4 47,56+0,35 1,74+0,08 nd 40,28+0,11 8,42+0,14
Média PC-AH 44,49+1,65 11,50+1,51 1,2840,10 30,91+0,86  8,01+0,90
AH-8 42,66+0,22 18,83+0,18 1,87+0,22  30,601+0,36  6,35+0,26
AH-9 47,05+0,17 13,89+0,27 1,410,177  27,35+0,31 6,17+0,27
AH-10 49,20+0,04 5,07+0,33 0,96+0,03  34,34+0,60  8,43+0,25
AH-11 46,35+0,17 1,84+0,01 nd 36,65+0,06  13,16+0,27

T Composigéo quimica da palha in natura
2 Média da triplicata do ponto central do planejamento de auto-hidrédlise

As Tabelas 17 e 18 apresentam a recuperacéo dos principais componentes
presentes em cada uma das fragoes, Fl e FS, respectivamente. Com o aumento da
drasticidade do pré-tratamento, os indices de recuperacdo de anidroxilose e de
anidroarabinose na Fl diminuiram consideravelmente, iniciando em 66,78 % no
experimento AH-1 até atingir 5,23 % no AH-11 e em 69,48 % até sua remocao total
(ou a niveis nédo detectaveis), respectivamente, ao passo que os indices de
recuperacao da FS se comportaram de maneira inversa. Nesta fracao, a recuperacao
dos componentes das hemiceluloses (anidroxilose, anidroarabinose e grupo acetila)
foi maior conforme aumentou a severidade do pré-tratamento.

O fechamento do balanco de massas dos componentes da biomassa,
envolvendo ambas as fragcdes FS e Fl, encontra-se representado na Tabela 19. Esta
tabela confirma que, com o aumento da severidade do pré-tratamento, a recuperacao
dos componentes diminuiu, mostrando que condi¢gdes mais brandas tendem a ser
mais interessantes para a produgao de bioetanol, uma vez que a perda de glucose no
processo acarretara em menor rendimento de conversido a este biocombustivel. No
entanto, substratos com menor teor de hemiceluloses podem indicar uma celulose

mais acessivel a hidrdlise enzimatica.
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TABELA 17. RECUPERACAO DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA BIOMASSA
NA FI DE CADA EXPERIMENTO DO PLANEJAMENTO A.

Exp. F —

AnGlc AnXyl AnAra Lignina
AH-1 89,54 66,78 69,48 130,46
AH-2 95,93 51,41 88,77 133,75
AH-3 92,35 23,28 31,70 159,18
AH-4 90,18 5,38 nd 169,39

Média PC-AH  95,83+1,52 44,27+2,10 46,10+2,66 163,89+23,45

AH-8 90,09 59,58 55,00 131,79
AH-9 83,23 45,60 43,03 122,24
AH-10 87,09 13,43 23,64 123,82
AH-11 88,00 5,23 nd 141,74

TABELA 18. RECUPERACAO DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA BIOMASSA

NA FS DE CADA EXPERIMENTO DO PLANEJAMENTO A.

FS

Exp. AnGlc AnXyl AnAra Grupo
acetila

AH-1 1,08 4,00 11,49 7,80
AH-2 0,83 7,15 8,95 69,28
AH-3 1,77 45,90 36,13 64,08
AH-4 1,13 64,24 65,60 68,89

Média PC-AH 1,34+0,25 12,36+1,88 16,75+3,23  7,81+4,53

AH-8 0,94 4,07 10,87 11,73
AH-9 1,30 19,50 11,26 24,60
AH-10 1,83 62,29 38,99 72,40
AH-11 1,12 64,40 51,63 74,50

O alto balango de massas para a lignina indica possiveis reagdes de
condensacgao sobre a sua estrutura, ndo apenas dos compostos fendlicos liberados
pela hidrélise desta, mas também subprodutos de degradagao dos agucares gerados
durante o pré-tratamento, como hidroximetilfurfural, furfural e seus derivados (CHUA,;
WAYAN, 1979a, 1979Db, citado por SILVA, 1995). No entanto, erros experimentais nos

procedimentos de analise gravimétrica ndo podem ser descartados, apesar da
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obtencao de desvios-padrao relativamente favoraveis em todas as determinagdes

realizadas neste estudo.

TABELA 19. BALANCO DE MASSAS DOS CONSTITUINTES DA BIOMASSA APOS
O PRE-TRATAMENTO (COM E SEM CATALISE FOSFORICA).

Balango de Massas (%) — Recuperagao da FS+FlI

Grupo

Exp. AnGlc AnXyl AnAra . Lignina
acetila

AH-1 90,62 70,78 80,97 87,83 130,46
AH-2 96,76 58,57 97,72 69,28 133,75
AH-3 94,11 68,18 67,83 64,08 159,18
AH-4 91,31 69,62 65,60 68,89 169,39
Média
PCAH 97,17£1,63 56,63+2,26 62,85+2,12 83,12+4,63 163,89+23,45
AH-8 91,04 63,65 65,87 85,79 131,79
AH-9 84,53 65,10 54,30 89,87 122,24
AH-10 88,92 75,72 62,63 72,40 123,82
AH-11 89,12 69,63 51,63 74,50 141,74

A partir do balango de massas descrito acima, foi possivel calcular os efeitos
para o planejamento A, sendo cada variavel analisada separadamente, bem como em
relagao as interagdes de dois e trés fatores, conforme descrito na Tabela 20.

Os efeitos calculados em relacdo ao rendimento de sdlidos totais (FS, Fl,
FS+FI) revelaram que a temperatura foi a variavel independente que apresentou maior
efeito, influenciando tanto de forma positiva como negativa os rendimentos das
fragdes. Por exemplo, o aumento da temperatura causou um decréscimo de 10,58
pontos percentuais (pp) na recuperagdo de FI e um aumento de 5,48 pp na
recuperacao de FS. Ja os efeitos da interacdo de t x U aumentaram em 4,83 e 4,90
pp a recuperacao de Fl e FI+FS, respectivamente, ao passo que a interagédo t x T
aumentou em 2,33 a recuperagao da FS, sendo este efeito o mais significativo para
esta fragdo. Vale ressaltar que a interacdo de trés fatores foi significativa para os
rendimentos de Fl e de FS+FI (1,88 e 0,95 pp, respectivamente), demonstrando uma
grande interatividade entre as variaveis para a definicdo da melhor condi¢cédo de pré-

tratamento.
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TABELA 20. EFEITOS CALCULADOS EM PONTOS PERCENTUAIS PARA OS
RENDIMENTOS DE RECUPERACAO DA FS, FI E TOTAL E PARA O BALANGO DE
MASSAS (FI+FS) DO PLANEJAMENTO A.

Planejamento A

Efeito Recuperagao de ST Balango de massas
25 (E*+E YN Fl FS FI+FS AnGlc  AnXyl AnAra
0,811 1,03" 0,23’ 1,63’ 2,26" 4,63
Efeito principal
Tempo (t) -1,13 1,13 0,00 -0,74 -3,85 -2,01
Temperatura (T) -10,58 5,48 -5,10 0,13 6,26 -12,79
Umidade (U) -5,68 5,53 -0,15 -4,80 1,74  -19,42
Interacao de 2 fatores
txT -0,98 2,33 1,35 -0,56 1,53 -4,60
txUuU 4,83 0,08 4,90 -2,41 1,53 -9,27
TxU -0,83 -0,68 -1,50 1,11 2,03 9,84
Interacao de 3 fatores
txTxU 1,88 -0,93 0,95 3,91 -5,30 4,89

" Desvio padréo da triplicata do ponto central do planejamento

Por sua vez, a arabinose foi o carboidrato constituinte da biomassa que sofreu
maiores perdas durante o pré-tratamento. Como exemplo, a temperatura e a umidade
da palha causaram os efeitos mais negativos sobre o balan¢co de massas deste
componente, diminuindo sua recuperacédo em 12,79 e 19,42 pp, respectivamente. A
interacao de dois fatores também teve grande influéncia sobre a recuperacdo da
arabinose, sendo que apenas a interacdo da T x U foi positiva em 9,84 pp. No entanto,
os efeitos mais importantes para os trés principais carboidratos da biomassa (glucose,
xilose e arabinose) foram os decorrentes da interagao de trés fatores, que foi negativo
para a xilose (-5,30 pp) e positivo para a glucose e para a arabinose, aumentando as
suas recuperagoes em 3,91 e 4,89 pp, respectivamente.

Sendo assim, os efeitos mostraram que a interacdo de trés fatores foi
significativo para quase todos os casos, com uma unica excegao para a recuperagao
de sdlidos totais na fragao soluvel. Devido a isto, a interpretacao dos efeitos primarios
e das demais interagdes entre eles ndo pode ser realizada em maiores detalhes.

Wang et al. (2010) estudaram os efeitos da explosao a vapor na composigcao
do junco para melhorar a produgao de metano e relataram que o efeito da presséao de

vapor e a umidade foram mais significativos que o tempo de pré-tratamento. Ewanick
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e Bura (2011) relataram, para estudos de explosdao a vapor do bagaco de cana
catalisado com SO2, que a umidade teve grande impacto no rendimento final de
producgao de etanol, onde uma maior umidade resultou em um aumento no rendimento
de etanol. No entanto, isto ndo se aplica para a palha de cana. Apesar do processo
de secagem da amostra colapsar a estrutura da parede celular ao remover a agua, a
analise da composicdo quimica da fracdo insoluvel revela que a umidade nao
influenciou na solubilizagcdo das hemiceluloses. Isto provavelmente se deve a
porosidade da palha que, quando pré-tratada a alta pressdo de vapor, permitiu a
permeacado da agua ao longo das fibras. Neste sentido, apesar da umidade ter
exercido forte influéncia na recuperacao de sdlidos totais e no balango de massas dos
constituintes (Tabela 20), principalmente da arabinose, estes efeitos ndo repercutiram
sob a composigao quimica da fragao insoluvel. Os experimentos com condigdes iguais
de temperatura e tempo, diferindo apenas na umidade, apresentaram composicao
quimica muito semelhante (principalmente quanto a solubilizagdo das hemiceluloses).
Este fato, para efeito de hidrdlise enzimatica, € mais importante do que a recuperagao
de sdlidos totais e dos constituintes, uma vez que a hidrélise das hemiceluloses esta

diretamente relacionada ao aumento da acessibilidade da celulose as enzimas.

4.2.2 Planejamento B - Catalise fosférica

O planejamento B teve como finalidade avaliar o efeito do aumento da
concentracdo de acido fosférico, juntamente com a temperatura e o tempo de
permanéncia da biomassa no reator, sobre a recuperacao dos principais componentes
da biomassa da palha de cana. Os dados da Tabela 21 revelam que o aumento do
tempo de residéncia no reator resulta em uma maior perda de material durante o
processo, conforme demonstra a recuperacao de solidos totais nas fragdes soluvel
(ST-FS) e insolavel (ST-FI). Da mesma forma, o aumento da temperatura e da
concentragdo de acido fosférico causou efeito analogo sobre o rendimento destas
duas fracdes. No entanto, esperava-se que o rendimento da FS aumentasse
proporcionalmente a diminuigdo do rendimento da Fl, pois o uso de um catalisador
acido e o aumento da severidade do pré-tratamento favorecem a solubilizagdo dos
componentes macromoleculares da biomassa e a formacdo de subprodutos de
desidratacado dos carboidratos. Desta forma, a baixa recuperacéo de soélidos totais na

fracao soluvel deve ter sido fruto de problemas operacionais durante a realizagao dos
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experimentos, tais como a ocorréncia de perdas mecanicas e por volatilizagado de
compostos de baixa massa molar, ja que o reator ndo dispde de um sistema de
condensacao eficiente. Além disso, parte da perda do material pode ser atribuida a
finos ndo detectados a olho nu durante a filtragdo para separacéo das fragdes (soluvel
e insoluvel); no entanto, esta possibilidade ndo deve corresponder a mais do que 2 %

do total dos rendimentos de recuperagao.

TABELA 21. RENDIMENTOS DAS FRACOES INSOLUVEIS (ST-FI), SOLUVEIS (ST-
FS) E DO TOTAL (ST-FI+ST-FS), EXPRESSOS EM SOLIDOS TOTAIS PRESENTES
EM CADA UMA DAS FRACOES.

Exp Condigoes Rendimento (%)
t (min), T (°C), [H3sPO4] (mg/g) ST-FI ST-FS Total
AF-1 5,180, 9,5 81,2 19,6 100,8
AF-2 10, 180, 9,5 71,3 26,7 98,0
AF-3 5,210, 9,5 67,7 27,3 95,0
AF-4 10, 210, 9,5 50,7 11,7 62,4
Média PC-AF 7,5, 195, 14,25 68,5+8,3 21,114,6 89,614,0
AF-8 5,180, 19 76,9 21,0 97,9
AF-9 10, 180, 19 62,6 22,9 85,5
AF-10 5,210, 19 60,6 10,9 71,5
AF-11 10, 210,19 51,4 9,9 61,3

O experimento que apresentou o melhor rendimento da Fl foi o AF-1 (5 min,
180°C, 9,5 mg H3POs4), que correspondeu a um valor de 81,2 % em solidos totais. Ja
para a FS, o melhor experimento foi o AF-3, que gerou um rendimento de 27,3 % em
sélidos totais. Apesar da triplicata do ponto central (PC-AF) n&o ter apresentado uma
boa repetibilidade em relagdo ao rendimento da Fl (desvio padréo de 8,3 %), o desvio
padrao para a composi¢ao quimica destes substratos nao foi tao significativo (Tabela
22), indicando que o tratamento da biomassa na triplicata foi satisfatério e que o alto
desvio padrao da recuperacdo de FI deve ter sido decorrente de perdas na

recuperacao dos substratos no reator.



76

TABELA 22. COMPOSICAO QUIMICA DA FRACAO INSOLUVEL APOS O PRE-

TRATAMENTO.
Exp. Composicao Quimica Fl (%)
AnGlc AnXyl AnAra Lignina Cinzas
PIN’ 35,840,1  23,940,3 2,6+0,02 17,6£0,2 6,2+0,20
AF-1 419410 13,140,2  1,0+0,02 32,2+1,9 9,9+0,1
AF-2 43,0+0,8 6,7+0,1 0,4+0,03 34,3+0,3 13,7+0,1
AF-3 49,6104  2,5+0,02 nd 38,0+0,6 7,910,1
AF-4 44.1+0,5 1,2+0,03 nd 40,8+1,2  12,0£0,01
Média PC-AF 47,2437 7,543,2 nd 34,7+2,2 8,412.,5
AF-8 44.4+0,5 11,0£0,1  0,9+0,03 32,110,4 9,7+0,1
AF-9 47,1+0,1  6,0+0,03  0,4+0,02 34,2¢0,3  10,340,02
AF-10 48,4+0,1 1,6£0,03 nd 37,940,7 10,1+0,1
AF-11 48,4+0,2  1,9+0,02 nd 39,701 7,910,04

"PIN — Composigéo quimica da palha in natura.

A composigao quimica da Fl (Tabela 22) revela ainda que o teor de cinzas,
apods o pré-tratamento, aumentou paralelamente a remog¢ao das hemiceluloses. De
forma analoga, os teores de anidroglucose e de lignina também aumentaram apds o
pré-tratamento, ao passo que os teores de anidroxilose e anidroarabinose diminuiram
até situagcdes em que nao puderam ser quantificados. Portanto, o pré-tratamento
promoveu a solubilizagado das hemiceluloses (fracao da biomassa mais susceptivel a
hidrolise), que foi maior quanto mais drasticas foram as condigdes utilizadas nos
experimentos.

Na Figura 27 encontram-se os cromatogramas dos carboidratos da analise de
Klason da PIN e da fragao insoluvel da palha pré-tratada (FI), tomando como exemplo
o ponto central PC-AF. Pela analise dos cromatogramas, € possivel observar uma
diminuicao consideravel dos picos de xilose, arabinose e acido acético apds o pré-
tratamento, ao passo que, para a glucose, a intensidade do pico aumentou. Isto esta
de acordo com a proposta de que o pré-tratamento promova a solubilizacdo das
hemiceluloses, tornando a celulose mais susceptivel a hidrolise enzimatica. No
entanto, o aumento do pico da glucose nao foi tdo expressivo quanto se esperava pela

diminui¢ao dos picos dos outros componentes, indicando que parte da celulose pode
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ter sido hidrolisada durante o pré-tratamento. De fato, esta tendéncia foi confirmada
pelo aumento da concentragédo de hidroximetilfurfural nas fragdes soluveis em agua,

particularmente nas situacdes em que a severidade do processo foi maior.
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FIGURA 27. COMPARACAO DOS CROMATOGRAMAS DA ANALISE DA LIGNINA
DE KLASON DA PALHA IN NATURA E DA PALHA PRE-TRATADA (PC-AF).

A partir da determinagdo da composi¢cao quimica das fragdes insoluveis e
soluveis do pré-tratamento, foi possivel calcular a recuperagcdo de cada um dos
principais constituintes da biomassa da palha de cana, conforme os dados das
Tabelas 23 e 24. Estas tabelas revelam que, de forma analoga ao planejamento A
(auto-hidrolise), o aumento da severidade do pré-tratamento gerou um aumento na
recuperacao de xilose, arabinose e acido acético na fracdo soluvel, ao passo que,
para a fragao insoluvel, esta resposta diminuiu consideravelmente, indo de 39,16 a
2,54 % para a xilose e de 26,94 % até sua remocéao total (ou até niveis nao
detectaveis) para a arabinose. O rendimento de glucose na Fl também caiu com o
aumento da severidade, revelando que parte de sua estrutura (provavelmente a regiao

amorfa) foi hidrolisada durante o pré-tratamento.
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TABELA 23. RECUPERACAO DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA BIOMASSA
A FRACAO INSOLUVEL DE CADA EXPERIMENTO REALIZADO.

Fracgao insoluvel

Exp.

AnGlc AnXyl AnAra Lignina
AF-1 94,01 39,16 26,94 131,35
AF-2 85,66 19,86 11,00 139,36
AF-3 88,37 7,52 nd 153,46
AF-4 72,49 2,47 nd 117,50

Média PC-AF 87,29+1,13 26,22+3,98 nd 134,8048,80

AF-8 95,41 35,24 26,45 140,60
AF-9 82,54 15,69 9,00 121,87
AF-10 82,08 4,00 nd 130,80
AF-11 72,27 2,54 nd 116,31

TABELA 24. RECUPERAGAO DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA BIOMASSA
NA FRACAO SOLUVEL DE CADA EXPERIMENTO REALIZADO.

Fracao insoluvel

Exp. AnGlc AnXyl AnAra Grupo
acetila
AF-1 237 49,77 52.63 69,67
AF-2 434 60,96 65,59 64,41
AF-3 501 68,70 7170 68,00
AF-4 6,06 69,21 66,40 53,87
Média PC-AF  5,76%0,10 44,933,901 77.47¢1.10 62,401,06
AF-8 279 45,38 48,90 7547
AF-9 351 56,78 60,13 83,14
AF-10 354 67,49 66,21 77.36
AF-11 375 61,53 64,22 7817

A Tabela 25 contém o fechamento do balanco de massas dos principais
constituintes da biomassa e os resultados confirmam as observacdes realizadas
anteriormente. Com o aumento da severidade do pré-tratamento, a recuperacédo dos
carboidratos da biomassa diminuiu. Estas perdas estdo diretamente relacionadas a
formagao de subprodutos de desidratagao das hexoses e das pentoses, como o HMF
e o furfural, respectivamente, os quais sao inibidores das leveduras utilizadas no
processo de fermentacdo. Apesar disto, vale ressaltar que condicbes mais severas

podem levar a substratos mais acessiveis as enzimas, resultando em uma taxa de
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conversao maior do que a de substratos tratados em condigdes mais brandas, apesar

da menor formacgéao de subprodutos.

TABELA 25. BALANCO DE MASSAS DE CADA COMPONENTE PRESENTE NA
BIOMASSA APOS O PRE-TRATAMENTO (COM E SEM CATALISE FOSFORICA)
EM RELACAO A MASSA SECA INICIAL EMPREGADA NO REATOR.

Balango de Massas (%) — Recuperagao da FI+FS

Grupo —
Exp. AnGlc AnXyl AnAra acetila Lignina
AF-1 96,37 88,93 79,57 69,67 131,35
AF-2 89,99 80,82 76,59 64,41 139,36
AF-3 93,38 76,22 71,70 68,00 153,46
AF-4 78,55 71,68 66,40 53,87 117,50
Média PC-AF 93,06+1,18 71,15+0,40 77,47+1,10 62,40+1,06 134,80+8,80
AF-8 98,20 80,61 75,36 75,47 140,60
AF-9 86,05 72,46 69,13 83,14 121,87
AF-10 85,62 71,50 66,21 77,36 130,80
AF-11 76,02 64,06 64,22 78,17 116,31

Sabe-se que a escolha das melhores condi¢gdes de pré-tratamento dependem
da avaliagao da susceptibilidade a hidrélise enzimatica dos substratos pré-tratados, o
que sera discutido em outra secédo deste documento. De qualquer forma, com base
nos dados apresentados até entdo, pode-se concluir que o experimento AF-8 (5
min,180 °C, 19 mg H3PO4) foi o que apresentou a maior recuperagao de glucose nas
fragbes soluvel e insoluvel, com um total de 98,2 % em relagdo ao teor presente
originalmente na biomassa nao tratada (PIN).

A partir dos dados obtidos para a recuperacao de sélidos totais e do balango
de massas, foi possivel calcular os efeitos que caracterizaram as variaveis do
planejamento B, sendo discriminados na Tabela 26.

Os efeitos das variaveis independentes (tempo, temperatura e [H3PO4])
mostraram grande influéncia tanto na recuperacao de sélidos totais quanto no balango
de massas. No entanto, o tempo e a temperatura apresentaram efeitos bastante
significativo para a recuperacédo de ST-FS e ST-FI, diminuindo o rendimento destas
fragbes em 12,60 e 15,40 pontos percentuais (pp), respectivamente. A interagao de
dois fatores foi mais influente para a recuperagao de solidos totais, principalmente na

interacdo de t x T para FS e para FI+FS, diminuindo-as em 6,40 e 6,90 pp
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respectivamente. De forma analoga ao planejamento A, a interacao de trés fatores foi
a mais importante, sendo significativa para tanto para recuperagao de solidos totais,
aumentando o rendimento de FS e FI+FS em 4,95 e 8,00 pp, respectivamente, assim
como para o balangco de massas dos trés constituintes analisados. A interacéo de t x
T x C aumentou em 2,75 e 1,64 pp a recuperagao total de glucose e arabinose,

respectivamente, e diminuiu em 0,72 pp a recuperacao de xilose.

TABELA 26. EFEITOS CALCULADOS EM PONTOS PERCENTUAIS PARA OS
RENDIMENTOS DE RECUPERACAO DA FS, FI E TOTAL E PARA O BALANGO DE
MASSAS DO PLANEJAMENTO B.

Planejamento B

Efeito Recuperagao de ST Balango de massas
25 (E*+E YN Fl FS FI+FS AnGlc  AnXyl AnAra
8,29" 463" 3,99 1,18’ 0,40 1,10’
Efeito principal
Tempo (t) -12,60 -1,90 -14,50 -10,74  -7,06 -4,13
Temperatura (T) -1540 -7,60 -23,00 -9,26 -9,84 -8,03
Umidade (U) -485 -515 -10,00 -3,10 -7,26 -4,84
Interagéo de 2 fatores
txT -0,50 6,40 -6,90 -1,48 1,07 0,48
txU 0,85 2,35 3,20 -0,14 -0,74 0,02
TxU 1,65 -3,95  -2,30 -2,04 1,09 1,00
Interagéo de 3 fatores
txTxU 3,05 4,95 8,00 2,75 -0,72 1,64

" Desvio padréo da triplicata do ponto central do planejamento

Apesar dos efeitos calculados para o balango de massas dos principais
componentes da biomassa indicarem que a interacao de trés fatores foi significativa
para os trés componentes analisados, os efeitos mais significativos foram os
principais, decorrentes das variaveis isoladas, aonde todos diminuiram a recuperagao
de cada componente no pré-tratamento, com destaque para a temperatura, que
diminuiu em 9,26, 9,84 e 8,03 pp a recuperagao de glucose, xilose e arabinose,
respectivamente. Neste sentido, a analise dos efeitos revelou que temperaturas mais
baixas sao preferiveis para a recuperacao dos principais carboidratos constituintes da

biomassa da palha.
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Zimbardi et al. (2007) estudaram o efeito da concentrac&o de acido sulfurico
diluido no pré-tratamento da palha de milho por explosao a vapor, utilizando uma faixa
de 0-3 % de acido, e relataram que o efeito da carga de acido teve grande influéncia
na solubilizagdo e na concentragdo de monémeros. Ja Chen et al. (2011) utilizaram
uma concentragdo de acido sulfurico de 1 a 15 % para pré-tratar palha de arroz e
concluiram que a melhor concentracao foi a de 3 %, pois concentragbes maiores se
mostraram indesejaveis por baixar o rendimento de glucose e xilose durante o
processo.

A analise dos resultados do Planejamento B, a luz dos dados de composi¢ao
quimica das Fl oriundas da palha pré-tratada a vapor mediante catalise fosférica,
revela que o efeito da concentragao de acido nao foi tdo influente quanto o esperado
para esta variavel, particularmente se comparado com outros estudos envolvendo pré-
tratamento com acidos fortes como o acido sulfurico. Os dados revelam que o
aumento da concentracéo de acido fosférico n&o resultou em diferengas significativas
na solubilizagdo das hemiceluloses, indicando que as hemiceluloses residuais sao
mais resistentes a hidrélise acida e o aumento da severidade do pré-tratamento, nas
condigdes empregadas neste estudo, nao foi suficiente para remové-las do material
pré-tratado. Por outro lado, a diminuicdo do rendimento de carboidratos na FS,
paralelamente ao aumento da concentracio de acido fosforico, reflete perdas devidas
a formacado de subprodutos de desidratagdo como furfural, acidos organicos e

hidroximetilfurfural.

4.2.3 Planejamento C

Os dados do planejamento A (auto-hidrélise) demonstraram que a umidade
exerceu influéncia sobre os rendimentos obtidos a partir do pré-tratamento a vapor da
palha de cana. No entanto, a analise da composi¢gao quimica dos substratos gerados
nas mesmas condi¢cdes de tempo e temperatura, a partir de amostras com diferentes
teores de umidade (8,4 e 29,5 %), ndo evidenciou diferengas significativas quanto a
solubilizacdo das hemiceluloses e a recuperagao de glucose. Portanto, a umidade da
matéria-prima nao parece ser fator determinante para o sucesso do pré-tratamento e
hidrélise enzimatica da palha de cana.

Dando continuidade aos estudos de otimizagao do processo, os experimentos

de auto-hidrdlise da palha com 29,5 % de umidade foram utilizados como limite inferior
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dos experimentos de catalise fosforica (planejamento B), ou seja, como experimentos
em que a concentragdo de acido foi igual a zero, expandindo a base de dados e
definindo um novo conjunto de experimentos. Um ponto central foi entdo realizado em
triplicata para que fosse possivel desenvolver um modelo quadratico com potencial
para produzir superficies de resposta que permitissem determinar as melhores
condigdes de pré-tratamento, dentre aquelas investigadas neste estudo. O ponto
central foi concebido para ser realizado nas condi¢cbes de 7,5 min, 200 °C e 4,75 mg
acido/g de palha seca. No entanto, por problemas de ajuste no sistema operacional
do reator, a temperatura registrada para o pré-tratamento neste ponto central foi de
195 °C. Naturalmente, esta diferenca foi considerada nos procedimentos de
modelagem quadratica dos dados experimentais. O novo conjunto de experimentos
formado foi denominado Planejamento C.

Os dados obtidos para o novo ponto central (denominado PC-AHAF), em
relagao ao rendimento de solidos totais, foram de 61,74+2,52 para a Fl, de 22,26+3,00
para a FS e de 84,44+3,15 para a recuperagao total (FI+FS). Ja os teores de
anidroglucose, anidroxilose, lignina e cinzas na Fl foram de 47,68+1,17; 3,05+0,63;
35,77+1,38 e 11,43+0,42, respectivamente, sendo que a anidroarabinose n&o foi
detectada nos hidrolisados de Klason do material pré-tratado. Por fim, o balanco de
massas de cada constituinte no ponto central foi de 87,47+1,04 % para a
anidroglucose, 76,62+0,69 % para a anidroxilose, 69,94+1,17 % para a
anidroarabinose, 71,03+1,22 % para o grupo acetila e 126,82+8,76 % para a lignina.

A escolha do experimento com condi¢cdes de produzir o melhor substrato foi
realizada através de uma modelagem matematica do planejamento C, em relagéo ao
balan¢o de massas da recuperagao de glucose na fragao Fl e a taxa de liberagéo de
equivalentes de glucose via hidrdlise enzimatica (apresentado posteriormente),
revelando assim o potencial do substrato em gerar acgucares fermentesciveis para
fermentacao a etanol.

O modelo quadratico revelou que a recuperagéo de glucose na Fl apresentou
uma forte correlacdo com as trés variaveis do pré-tratamento: tempo, temperatura e
concentracdo de acido fosforico, cuja regressédo linear, com os coeficientes a
calculados, estdo apresentados na Equacdo 10. O intervalo de recuperacdo de
glucose, de 72,27 a 95,21 %, apresentou um elevado coeficiente de Pearson de 0,904
para a regressao linear multipla (Figura 28), sendo considerado forte evidéncia para

demonstrar a validade da modelagem quadratica derivada da Equacao 10.
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FR = - 8,4698- tempo + 1,2293- temperatura + 2,3931- [H3PO4] + 0,1289- tempo?-
0,0037- temperatura? - 0,0030- [H3sPO4]? + 0,0282- tempo - temperatura + 0,3049-
tempo - [H3sPO4] - 0,0093- temperatura - [H3PO4] - 0,0020- temperatura - tempo -

[H3PO4]
Equacéo 10

100 1
20 A

a0

FR Experimental

70
70 20 ag 100
FR Calculado

FIGURA 28. REGRESSAO LINEAR MULTIPLA PARA A RECUPERACAO DE
ANIDROGLUCOSE APOS O PRE-TRATAMENTO A VAPOR DA PALHA.

A partir dos dados obtidos para a recuperagao de glucose, superficies de
resposta (Figura 29) foram construidas empregando a Equacéo 10. A analise destas
superficies permitiu prever as condi¢coes de pré-tratamento que resultaram na melhor
recuperacéo de glucose na fragao Fl.

A Figura 29A mostra que menores tempos de pré-tratamento sdo melhores
em qualquer condicdo de temperatura e de concentragao de acido para obter uma
maior recuperagao de anidroglucose, ao passo que a Figura 29B indica que menores
temperaturas sdo desejaveis, com excegao para a auto-hidrélise e tempo de 10 min,
indicando que a temperatura de 195 °C fornece o melhor rendimento. Ja a Figura 29C
mostra tendéncias opostas, pois quando utilizadas maiores temperaturas, a auto-
hidrélise € favoravel, ao passo que menores temperaturas requerem maior
concentracao de acido fosforico. No entanto, a utilizacdo da ultima combinacgao resulta
em melhor recuperacgao de glucose. Isto esta associado ao fato da forgca acida e da

temperatura estarem diretamente relacionadas a hidrolise da celulose.
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Altas temperaturas combinada com altas concentragdes de acido levaram a
hidrolise e a desidratacéao da celulose, diminuindo a recuperagao de glucose e
aumentando a concentragcédo de hidroximetilfurfural em FS. Em suma, as superficies
indicam que as condigdes Otimas para a recuperagéo de glucose seriam 5 min, 180
°C e 19 mg/g de acido. Por outro lado, devido a proximidade das superficies da Figura
29C, concentragbes intermediarias de acidos também foram atraentes, além de
promoverem menor producdo de compostos fendlicos e de subprodutos de
desidratacdo dos carboidratos, quando comparado a pré-tratamentos com maior
severidade.

A degradagdo da lignina durante o pré-tratamento gera subprodutos
(compostos fenolicos) que podem ser inibidores para as enzimas utilizadas na
hidrolise enzimatica. Para avaliar seus efeitos sobre as enzimas, os compostos
fendlicos presentes nas fragdes soluveis do pré-tratamento foram quantificados por
CLAE utilizando coluna de fase reversa (C18). No entanto, apenas a soma dos 4
(quatro) compostos fendlicos majoritarios (que corresponderam entre 65-70 %) foram
apresentados na Tabela 27, sendo eles os fendlicos 4-hidroxibenzaldeido,
siringaldeido, p-coumarico e ferulico.

A Tabela 27 revela que a formagdo de compostos fendlicos aumentou
conforme aumentou a drasticidade do pré-tratamento, principalmente nos
experimentos de auto-hidrélise (experimentos AH-8-11). No entanto, um dado
interessante é a queda nesta formacao quando se utilizou maior tempo de residéncia
no reator (10 min) e maiores temperaturas (210 °C), indicando possiveis reagdes de
condensacgao ou perdas por volatilizagdo ou degradacao.

Os ensaios de hidrélise enzimatica foram realizados nos experimentos do
planejamento C a fim de obter dados sobre a acessibilidade quimica dos substratos.
A hidrélise enzimatica foi realizada sob duas condicdes: diretamente nos substratos
apos o pré-tratamento (substratos n&o lavados) e nos substratos lavados com agua
(Tabela 27). Os objetivos desta analise foram os de identificar os substratos que
ofereceram a melhor taxa de conversao da celulose, além de determinar o efeito dos
possiveis inibidores presentes na fragao soluvel do pré-tratamento sobre as enzimas
celuloliticas (diferenga ente os substratos nao lavados e lavados). Desta forma, a
lavagem aquosa dos substratos removeu os compostos liberados durante o pré-

tratamento, tais como compostos fendlicos, acidos orgénicos de baixa massa molar
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(férmico e acético), carboidratos (pentoses e hexoses), furfural e hidroximetilfurfural.

As Fl ndo lavadas foram identificadas como FI-NL e as Fl lavadas, como FI-L.

TABELA 27. TEOR DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS FENOLICOS NA FS, BALANCO
DE MASSAS DE GLUCOSE APOS O PRE-TRATAMENTO E TAXA DE
CONVERSAO DE CELULOSE NA HIDROLISE ENZIMATICA.

Condigdes Compostos EqGlc HE? (%)

2
Exp.  t(min), T (°C),  fendlicos' Ar('f/g ')C N&o Covade
[HsPO4] (mg/g) (mg/g) ° lavado
AH-8 5,190, 0 2,82 90,09 32,05 33,20
AH-9 10, 190, 0 4,66 83,23 46,35 53,77
AH-10 5,210, 0 7,56 87,09 63,71 63,65
AH-11 10, 210, 0 1,04 88,00 56,26 64,03
PC-AHAF  7,5,195,4,75  6,67+1,05 82’8311 0 66’5212’2 54,87+4,56
AF-1 5,180, 9,5 5,55 94,01 43,99 43,46
AF-2 10, 180, 9,5 7,24 85,66 62,48 53,68
AF-3 5,210, 9,5 6,34 88,37 51,72 49,54
AF-4 10, 210, 9,5 6,22 72,49 75,48 47,45
PC-AF 7,5, 195, 14,25  4,01+1,22 87’2211 1 59’5817’8 57,08+7,14
AF-8 5,180, 19 6,09 95,41 47,72 42,28
AF-9 10, 180, 19 6,42 82,54 67,24 61,36
AF-10 5,210, 19 7,33 82,08 62,05 46,62
AF-11 10, 210,19 3,87 72,27 75,41 44,51

1 Soma de 4-hidroxibenzaldeido, siringaldeido, acido p-coumarico e acido ferulico;

2 Recuperagao de glucose na fragdo insoluvel tratada a vapor, expresso em anidroglucose (AnGlc);

3 Equivalente de glucose liberado na hidrolise enzimatica, também referido como conversao da celulose, apds 72
h de reagéo.

Os dados da hidrdlise enzimatica (Tabela 27) dos pré-tratamentos com e sem
catalise fosférica apresentaram tendéncias diferentes em relacdo aos substratos
lavados e nao lavados. Nos experimentos de auto-hidrdlise, os substratos lavados
atingiram maiores rendimentos de hidrolise enzimatica em comparagdo com
substratos ndo lavados, ou seja, os primeiros liberaram maiores porcentuais de
equivalentes de glucose via hidrolise enzimatica (EqGIlc HE). Em contrapartida, nos
experimentos com catalise fosférica, os substratos ndo lavados apresentaram melhor
taxa de conversao enzimatica, indicando que o pré-tratamento ndo gerou uma inibigao

significativa sobre as enzimas.
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A presencga de agucares livres (pentoses e hexoses), presentes na FS oriunda
do pré-tratamento, foi determinada por CLAE e devidamente descontada da
quantidade de agucares liberada dos substratos ndo lavados por hidrélise enzimatica
(EqGIc EH). No entanto, sabe-se que os hidrolisados do pré-tratamento, mesmo na
presenca de acido fosfoérico, ainda contém uma quantidade razoavel de
oligossacarideos que nado puderam ser quantificados por CLAE. Como estes
oligossacarideos podem ser facilmente hidrolisados pela agao sinérgica das enzimas
presentes no meio, os substratos ndo lavados, que contém glucose na forma de
oligossacarideos, apresentaram maior conversao do que os substratos lavados, ao
passo que nestes substratos os oligbmeros foram removidos na etapa de lavagem
com agua. Por outro lado, o melhor resultado de hidrélise nos substratos ndo-lavados
também podem indicar que, sob determinadas condi¢des, a presenga do hidrolisado
acido aumentou a atividade das enzimas, induzindo a uma melhor hidrélise da
celulose cristalina por razées que ainda nao foram esclarecidas.

A partir dos resultados da conversao de celulose em glucose, foi realizada a
modelagem quadratica para identificar as melhores condigdes de pré-tratamento. Este
novo modelo quadratico revelou que a hidrélise enzimatica da fracdo FI-NL foi
caracterizada por uma forte correlagcdo entre as trés principais variaveis do pré-
tratamento (tempo, temperatura e [H3POg4]), sendo que a taxa de EqGIlc HE
(equivalentes de glucose liberados na hidrélise enzimatica) para esta fragao ficou
entre de 32,05 a 75,48 % e o coeficiente de Pearson obtido pela regresséo linear foi
de 0,854 (Figura 30), cujo valor é considerado forte para a modelagem quadratica
derivada da Equacao 11. De forma semelhante, o modelo quadratico para a FI-L
(Equacéao 12) também foi caracterizado por uma forte correlagédo entre as principais
variaveis do processo (Figura 31), sendo que a taxa de EqGlc HE variou de 33,20 a
64,03 % com um coeficiente de Pearson de 0,880. Com base nestes dados, fica claro
que os substratos ndo lavados apresentaram melhor conversao de celulose em
glucose via hidrélise enzimatica do que os substratos lavados exaustivamente com

agua.

FR = 52,2250 tempo - 2,2042- temperatura + 17,6707- [H3PO4] - 1,2750- tempo?+
0,0105- temperatura? - 0,0353- [H3PO4]? - 0,1589- tempo - temperatura - 1,6706-
tempo - [HzPO4] - 0,0878- temperatura - [H3PO4] + 0,0091- temperatura - tempo
- [H3PO4]

Equacéo 11



88

80
FO
a0

50 1

FR Experimental

40

30
30 40 50 60 70 g0

FR Calculado

FIGURA 30. ANALISE DA MODELAGEM QUADRATICA EM RELACAO A
QUANTIDADE DE GLUCOSE LIBERADA POR HIDROLISE ENZIMATICA DE
SUBSTRATOS PRE-TRATADOS A VAPOR.

FR = 52,4806- tempo - 2,2355- temperatura + 12,0209- [H3PO4] - 1,5813: tempo?+
0,0102- temperatura? + 0,0151- [H3PO4]? - 0,1357- tempo - temperatura - 0,2314-
tempo - [H3PO4] - 0,0612- temperatura - [H3PO4] + 0,0009- temperatura - tempo
- [H3PO4]
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FIGURA 31. ANALISE DA MODELAGEM QUADRATICA EM RELAGCAO A
QUANTIDADE DE GLUCOSE LIBERADA POR HIDROLISE ENZIMATICA DE
SUBSTRATOS PRE-TRATADOS A VAPOR E LAVADOS COM AGUA.

As Equacbes 11 e 12 foram utilizadas para construir as superficies de

resposta mostradas nas Figuras 32 e 33, respectivamente. Estas superficies de
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resposta foram Uteis para prever as condi¢cdes de pré-tratamentos que resultaram na
melhor conversao de glucose na hidrolise enzimatica da Fl derivada do pré-
tratamento, ou seja, um indicativo das condi¢cdes de pré-tratamento que foram mais
efetivas para a hidrolise enzimatica da celulose.

A andlise das superficies das Figuras 32A e 33A revelam que o pré-
tratamento a 210 °C por 7,5 min promoveu melhor conversao tanto no material ndo
lavado como no lavado. No entanto, para o material ndo lavado, o pré-tratamento a
180 °C por 10 min também gerou boa conversao. Ja as Figuras 32B e 33B indicam
que maiores temperaturas e maior tempo de pré-tratamento sao preferiveis. Porém, a
proximidade das superficies da Figura 32B (substrato ndo lavado) com 10 min revela
que menores temperaturas geram conversdes semelhantes, ao passo que a Figura
33B (substrato lavado) revela que para auto-hidrolise maiores temperaturas sao
desejaveis enquanto que, para a catalise fosférica, esta tendéncia se reverte
considerando 10 min de pré-tratamento. Finalmente, a proximidade das superficies
das Figuras 32C e 33C confirma a hipétese de que concentragbes intermediarias de
acido sado mais interessantes, enquanto que a auto-hidrélise novamente requer
temperatura de 210 °C.

Neste sentido, devido aos problemas inerentes ao emprego de temperaturas
da ordem de 210 °C, a catalise fosférica se desponta como uma op¢ao mais atraente
do que a auto-hidrdlise por produzir substratos mais susceptiveis a hidrélise
enzimatica sob menores temperaturas de pré-tratamento (180 °C). Paralelamente,
concentracgdes intermediarias de acido parecem ser suficientes para este mesmo fim
e o tempo de pré-tratamento ideal tende a ser o ponto mais alto da escala investigada
neste estudo (10 min). Portanto, a palha impregnada com 9,5 mg/g de acido e pré-
tratada a 180 °C por 10 min levou a um substrato com boa taxa de conversao tanto

para substratos ndo lavados quanto para os lavados com agua.
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FIGURA 32. SUPERFICIE DE RESPOSTA DERIVADA DA APLICACAO DA
EQUACAO 11 SOBRE A QUANTIDADE DE GLUCOSE LIBERADA COMO
RESULTADO DA HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA PRE-TRATADA E NAO

LAVADA.
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FIGURA 33. SUPERFICIE DE RESPOSTA DERIVADA DA APLICACAO DA
EQUACAO 12 SOBRE A QUANTIDADE DE GLUCOSE LIBERADA COMO
RESULTADO DA HIDROLISE ENZIMATICA DA PALHA PRE-TRATADA E LAVADA
COM AGUA.
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4.2.4 Definigcao do experimento com as melhores condi¢cées

A palha de cana foi pré-tratada com sucesso por explosao a vapor, cujo foco
principal era produzir substratos altamente acessiveis para a hidrolise enzimatica com
as melhores recuperacoes possiveis de agucares fermentesciveis para a fermentagao
(principalmente glucose). Além disso, a interpretacdo estatistica e a modelagem
matematica da combinagdo dos modelos fatoriais consolidaram os dados obtidos e
indicou um roteiro para possiveis trabalhos futuros.

Os dados obtidos para a hidrélise enzimatica dos substratos n&o lavados e
lavados mostrou que a concentragéo de carboidratos (pentoses e hexoses), liberados
por hidrolise acida durante o pré-tratamento, permaneceu em niveis nao inibitérios
para a atividade da enzima utilizada, Cellic CTec 2, assim como outras substancias
(compostos furanicos e acidos organicos) também nao estavam presentes em teores
proibitivos para o ensaio. Neste sentido, a remogéo destes compostos por lavagem
aquosa pode nao ser necessaria para a producao de etanol a partir de palha de cana.
Além disso, a etapa de lavagem do substrato esta na contramao dos esforgos da
pesquisa em buscar a integragdo dos processos, como, por exemplo, no
desenvolvimento de micro-organismos capazes de fermentar hexoses e pentoses
simultaneamente (co-fermentacgéo).

A catalise fosforica apresentou algumas vantagens frente a auto-hidrélise,
como trabalhar com condigdes intermediarias de severidade apresentando bons
rendimentos e boa recuperacado de xilose na fracdo soluvel, além de aumentar a
susceptibilidade da celulose a sacarificagdo enzimatica. Desta forma, para uma
melhor recuperacéo de glucose apds o pré-tratamento, a condigao ideal foi definida
como sendo o uso de palha impregnada com 9,5 mg/g de acido fosforico e pré-tratada
a 180 °C por 10 min. Neste sentido, o experimento AF-2 (180 °C, 10 min, 9,5 mg/g de
HsPOa) foi selecionado como sendo a melhor condi¢ao para o pré-tratamento a vapor

da palha de cana.

4.3 Pré-tratamento da palha nas condi¢coes selecionadas

Um novo experimento, baseado nas condicdes de pré-tratamento do

experimento AF-2 (doravante denominado AF-2*), foi realizado utilizando uma
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quantidade maior de palha no reator a fim de investigar a reprodutibilidade dos
resultados obtidos anteriormente em menor escala. Este substrato foi caracterizado
quimicamente para investigar as modificagbes quimicas que a estrutura
lignocelulésica da palha sofre apds o pré-tratamento de explosdo a vapor e
adicionalmente um novo ensaio de hidrdlise enzimatica foi realizado para avaliar a

taxa de converséao de glucose em diferentes tempos de reagéo.

4.3.1 Recuperacgao de solidos totais e balango de massas

A recuperagéao de solidos totais na fragao insoluvel (ST-FI), na fragao soluvel
(ST-FI) e a somatéria destas (ST-FI+ST-FS) estdo apresentados na Tabela 28, ao
passo que a Tabela 29 apresenta a composi¢cao quimica da fragcao insoluvel, sempre

em comparacao com os resultados obtidos no experimento AF-2.

TABELA 28. RENDIMENTOS DAS FRACOES INSOLUVEIS (ST-FI), SOLUVEIS (ST-
FS) E DO TOTAL (ST-FI+ST-FS), EXPRESSOS EM SOLIDOS TOTAIS PRESENTES
EM CADA UMA DAS FRACOES.

Recuperacao (%)

Exp. Massa Condicoes

P (9) ¢ ST-Fl  ST-FS _ Total
AFZaee9 o 713 26.7 98.0
AF-2*  3240.0 min. y ZO MG P g4 7 21,3 86.0

TABELA 29. COMPOSICAO QUIMICA DA FRACAO INSOLUVEL APOS O PRE-
TRATAMENTO.

Composicao quimica da fragao insoluvel (%)

Exp. AnGlc AnXyl AnAra Grup_;o Lignina Cinzas
acetila

PIN 35,75£0,10 23,89+0,29 2,57+0,02 2,23+0,01 17,55+0,18 6,23+0,20

AF-2  4295+0,76 6,650,170 0,40+0,03 nd 34,30+0,29 13,69+0,10

AF-2* 46,69+0,94 4,75+0,07 0,12+0,03 nd 35,86+0,07 9,43+0,88

A Tabela 28 revela que ocorreram perdas na recuperagao do substrato do
experimento AF-2* durante o procedimento de exploséo a vapor, em comparagao com

o experimento AF-2. Isto levou a uma queda de 10 % na recuperacéo total de sélidos
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totais apds o pré-tratamento, provavelmente devidas a dificuldades na recuperacgéao
fisica das fragdes Fl e FS. Como o novo pré-tratamento foi realizado com o dobro de
carga no reator, isto também poderia ter resultado em substratos com diferente
composi¢cao quimica. No entanto, apesar das pequenas diferencas na solubilizagao
das hemiceluloses e no teor de anidroglucose (Tabela 29), as composi¢cées quimicas
dos dois experimentos foram consideradas similares. Sendo assim, o pré-tratamento
foi considerado satisfatorio para reproduzir o resultado obtido no experimento AF-2.
A Tabela 30 contém o balan¢o de massas dos principais constituintes de Fl e
FS. Tais dados revelam que a recuperacao das pentoses no experimento AF-2* foi
ainda menor que no experimento AF-2, indicando provaveis perdas da fracao liquida
durante o pré-tratamento e uma eventual heterogeneidade da palha de cana, revelada

quando maiores quantidades desta biomassa foram utilizadas no pré-tratamento.

TABELA 30. RECUPERAGCAO DOS CONSTITUINTES DA BIOMASSA NA FI E FS
DOS EXPERIMENTOS AF-2 E AF-2*.

o, 0,
Massa Fl (%) FS (%)
(9) AnGlc AnXyl AnAra Lignina AnGlc AnXyl AnAra

Exp. Grupo
acetila
AF-2  386,9 85,66 19,86 11,00 139,36 4,34 60,96 65,59 64,41

AF-2* 3240,0 84,31 12,83 1,82 131,92 3,85 41,16 34,49 62,31

O alto balango de massas obtido para a lignina, apds pré-tratamento sob as
condigdes pré-selecionadas (Tabela 31), levou a realizacdo de analises
complementares nas palhas nativa e pré-tratada para diferenciar os seus respectivos
teores em ésteres e éteres dos acidos ferulico e coumarico. A principio, a forma éster
destes acidos hidroxicinamicos, liberadas da lignocelulose por hidrélise alcalina
suave, corresponde a unidades livres (ndo eterificadas) ligadas diretamente na
estrutura das hemiceluloses, tipicamente através de enlace covalente com a
arabinose (Figura 34), ligacdes estas conhecidas como pontes de acidos fendlicos.
Por outro lado, a forma éter corresponde a totalidade destes acidos que se encontra
envolvido na estrutura da lignina, formando ligagdes aril-éter do tipo -O-4. No entanto,
algumas unidades estao ligadas tantos aos carboidratos (ligagao éster) como a lignina

(ligagao éter).
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TABELA 31. BALANCO DE MASSAS DE CADA COMPONENTE PRESENTE NA
BIOMASSA APOS O PRE-TRATAMENTO (COM E SEM CATALISE FOSFORICA).

Balan¢o de massas (FI+FS) (%) — Recuperagao na FI+FS

Exp.

AnGlc AnXyl AnAra Grupo acetila Lignina
AF-2 90,00 80,82 76,59 64,41 139,36
AF-2* 88,16 53,99 36,31 62,31 131,92

o o o 0
N SN oo
oH O OH OoH O OH
HOL, HO o 5 HO
0
Ie} OH

| o} OH

HQ

FIGURA 34. ACIDOS FERULICO E COUMARICO LIGADOS A ARABINOSE EM UMA
CADEIA DE ARABINOXILANA (R =H, OCHa).

A Figura 35 mostra os dados obtidos na analise, indicando que a forma éster
dos dois compostos fendlicos quantificados diminuiu apds o pré-tratamento. Estes
resultados significam que parte das pontes de acidos fendlicos (ferulico e p-
coumarico) resistiu ao pré-tratamento, provavelmente devido ao fato de participarem
da estruturas pouco acessiveis que se encontravam fortemente associadas as fibras.
Por outro lado, a Figura 35 ainda revela que a forma éter diminuiu mais
significativamente apds o pré-tratamento, sendo que esta queda é decorrente da
quebra das ligacdes aril-éter da estrutura da lignina, liberando compostos fenélicos no
meio. Como a concentracdo destas unidades foi bastante significativa nas palhas
nativa e pré-tratada, € possivel que os altos rendimentos de lignina apos o pré-
tratamento tenham sido parcialmente devidos a condensacdo destes compostos
fendlicos entre si e sobre a estrutura da lignina presente no substrato, possivelmente
através de outras ligagdes que nao as do tipo aril-éter. No entanto, como ja discutido
anteriormente, outra hipdtese para a obtencdo de taxas de recuperagao de lignina

superiores a 100% € a condensagdo dos compostos de degradagdo dos agucares
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sobre a estrutura da lignina, além de eventuais erros experimentais nos

procedimentos de analise gravimétrica.
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FIGURA 35. TEORES DOS ESTERES E ETERES DOS ACIDOS FERULICO (AF) E
COUMARICO (AC) NA PALHA IN NATURA (PIN) E PRE-TRATADA (AF-2%),
EXPRESSOS EM RELACAO A MASSA SECA DO MATERIAL DE ORIGEM.

4.3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos liberados no experimento AF-2* foram identificados
por CG-EM pelo interesse que despertam para as etapas de hidrélise e,
particularmente, de fermentacao (Tabela 32). No total, 11 (onze) monoligndis foram
detectados (Figura 36), sendo que destes apenas trés estdo presentes na cadeia de
biossintese da lignina, sendo eles os acidos p-coumarico, cafeico e ferulico. Os
demais compostos fendlicos (4-hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido e os acidos
galico, m-coumarico, vanilico, o-coumarico e siringico) foram resultados de reagdes
de hidrdlise, de clivagem homolitica ou de oxidagc&o de subestruturas da lignina.

Os quatro compostos fendlicos quantificados anteriormente por CLAE, como
parte dos estudos de hidrélise enzimatica, foram agora identificados e quantificados
por CG-EM e totalizaram 5,49 mg/g, o que representa uma diferenca significativa ao
quantificado anteriormente (7,24 mg/g). Isto foi atribuido a necessidade de
derivatizacao dos compostos fendlicos para a analise por CG-EM, que pode ter
implicado em perdas. Apesar disto, as analises por CG-EM foram de suma importancia

para confirmar as estruturas dos compostos fendlicos presentes na fragao soluvel.
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TABELA 32. COMPOSTOS FENOLICOS LIBERADOS NO PRE-TRATAMENTO DA
PALHA NO EXPERIMENTO OTIMO.

Componentes , Principais fragmentos de EM AF-2*
fendlicos Tr (min) (abundancia) (mg/qg)
4-hidroxibenzaldeido 4.54 121 (99522223_202)5831952525)(48'2); 1,090,01
Acido galico 4.77 170(99'1933;(18?%??'781)271%(18'3); 0,56+0,01
Vanilina 5.34 151 (919532;2;_512)59122122;1 2155)3 055 4 584002
Acido m-coumarico 7.31 122(99522;;_2(;)5831;;?25)(48'2); 0,630,01
Acido vanilico 7.59 168(9192'22;2;_573)55155?2;12_72()27'5); 0,200,017
Siringaldeido 8.46 182(9?':7); 11:1;??'59); 1121_2351 7 4 00£0,01
Acido p-coumarico 9.07 164(991'% (;jz(f 952;1;?43)(51 75 5615001
Acido o-coumarico 9.28 164(991'?2;(;.72(2952;1 ;.643)(51 ) 0,70+0,01
Acido siringico 9.42 198(991'22(12?5952;1 1.237)(24'2); 0,06+0,01
Acido cafeico 9.52 180(991'22; (;gﬁéioégz;;?’zs)(38'9); 0,9840,01
Acido ferdlico 9.72 194(9?5;; 11 1?2;??'7972 01_22;13'5); 0,79+0,01
Total de componentes fendlicos 9,20

Os acidos siringico, vanilico e 4-hidroxibenzoico séo resultados da hidrolise
de ligacdes B-O-4 (enlace aril-éter) seguido por oxidagdo do carbono a do aldeido
aromatico, como o siringaldeido, a vanilina e o 4-hidroxibenzaldeido, respectivamente.
A presenga dos acidos o-coumarico e m-coumarico foram inesperados, uma vez que
estes acidos hidroxicinamicos ndo sao comumente encontrados como parte da
estrutura ou mesmo como resultado da degradacdo da lignina. Por outro lado, os
acidos p-coumarico e ferulico sdo derivados de monoligndis tipicos como,

respectivamente, o p-coumaraldeido e o coniferaldeido, assim como o acido sinapico
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seria derivado do sinapaldeido. Entretanto, este ultimo composto n&o foi detectado

dentre os compostos fendlicos derivados da palha pré-tratada.

0 OH 0 OH 0] OH
O O Ox-OH e . -5 O~__OH
. é
OH
Hac\O oH o,CH3
OH OH OH OH

OH
Acido o-coumarico Acido m-coumarico Acido p-coumarico Acido ferdlico  Acido cafeico  Acido vanilico

O~__OH OH O~ __H O~__H Os~__H
OH
(0]
H3C\0 O/CHS e OH O/CHS Hﬂc\o O/CHa
OH OH OH OH
Acido siringico Acido galico Vanilina 4-hidroxibenzaldeido Siringaldeido

FIGURA 36. ESTRUTURA DOS COMPOSTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS NA FS
DERIVADA DO PRE-TRATAMENTO DA PALHA POR CG-EM.

Finalmente, o acido galico deve ser resultado da desmetoxilagdo do acido
siringico. Outra possibilidade de sua formacé&o estaria baseada no ataque nucleofilico
de uma molécula de agua na posicao 4 do anel aromatico de subestruturas

coniferilicas desmetoxiladas.

4.4 Caracterizagao quimica do substrato

A partir do substrato obtido nas condigbes 6timas, uma série de analises foi
realizada a fim de investigar os efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura e
composi¢cao quimica da parede celular. O substrato selecionado foi caracterizado
segundo as mesmas analises realizadas com a palha in natura, conforme descrito nas

secoes anteriores desta dissertacio.

4.41 Cinzas

O teor de cinzas da palha pré-tratada (AF-2*), obtido por calcinagédo a 525 °C,
foi de 9,43 %, revelando um aumento significativo em relagdo ao teor na palha in



99

natura (6,23 %). Este aumento foi parcialmente devido a remoc&o das hemiceluloses,
que causou um aumento proporcional no teor de cinzas do material pré-tratado. No
entanto, alteragdes na composicdo quimica destas cinzas revelaram particularidades
inerentes ao pré-tratamento propriamente dito.

As cinzas obtidas na calcinacdo a 900 °C foram analisadas por fluorescéncia
de raios-X a fim de se obter a nova composi¢éo inorganica da biomassa pré-tratada
(Tabela 33).

TABELA 33. OXIDOS PRESENTES NAS CINZAS DA PALHA DE CANA-DE-
ACUCAR, EXPRESSOS EM RELACAO A MASSA TOTAL DE CINZAS, EM
COMPARAGAO COM OS DADOS OBTIDOS PARA A PIN.

Oxido PIN (%) AF-2* (%)
CaO 14,68+0,05 4,45£0,07
MgO 4,55£0,04 0,20+0,01
SiO2 51,1740,25 50,10+0,28
Al203 6,62+0,05 19,05+0,21
Fe203 5,76+0,02 14,100,14
Na20 0,18+0,01 nd
K20 6,22+0,01 0,80+0,14
Sro 0,100,00 <0,10
TiO2 1,9740,01 5,45+0,07
MnO 0,370,00 0,20+0,01
P20s 2,02+0,01 3,75+0,07
SOs nd 0,30+0,01
Perda’ 0,64+0,00 1,53£0,01
Total 94,28 99,93

1 Perda inerente ao fogo (perda ao fogo)

A Tabela 33, que contém os teores dos principais 6xidos presentes nas cinzas,
comparativamente com os resultados obtidos para a palha in natura, revela uma
diminuicao consideravel nos teores dos 6xidos basicos (CaO, MgO e K20), fato devido
a parcial neutralizacao destes componentes pelo acido fosférico diluido ou por acidos
organicos como o acido acético, que € liberado das hemiceluloses pela hidrolise do
grupo acetila presente em sua estrutura. Esta caracteristica da biomassa foi referida
neste trabalho como sua capacidade tamponante, a qual pode comprometer a

eficiéncia da catalise acida. Com a remocao destes oxidos, a presencga relativa dos
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demais aumentou, com excecédo do SiO2. Apds o pré-tratamento, parte da silica
presente na palha é liberada das fibras, sendo parcialmente perdida durante o

processo.

4.4.2 Carboidratos

Para a melhor caracterizagdo dos polissacarideos presentes no material pré-
tratado, uma extragado de holocelulose foi realizada, obtendo-se um porcentual de
57,40 % ao passo que, para a palha in natura, este teor foi de 77,71 %. Tal decréscimo
do teor de holocelulose no material pré-tratado é resultado da hidrdlise parcial dos
polissacarideos presentes na palha durante o pré-tratamento, sendo que as fibras pré-
tratadas sao constituidas basicamente de 45 % de celulose, 35 % de lignina e apenas
4 % de hemiceluloses, ao passo que o teor inicial de hemiceluloses era de 23 %. Além
disso, oligbmeros formados durante o pré-tratamento, que remanesceram insoluveis
nas fibras pré-tratadas, podem ter sido facilmente removidos durante o tratamento
oxidativo para extragao da lignina.

A Tabela 34 contém a composicdo quimica da holocelulose, sendo possivel
observar o aumento expressivo no teor de anidroglucose apdés a remogao das
hemiceluloses durante o pré-tratamento. Desta forma, as extragdes das hemiceluloses
A e B nao foram realizadas devido aos seus baixos teores nas fibras pré-tratadas e
deslignificadas. Além disso, de forma analoga a palha in natura, nem toda a lignina

presente na biomassa pode ser removida por extragao oxidativa com clorito de sédio.

TABELA 34. PORCENTUAL MASSICO DOS CONSTITUINTES DA
HOLOCELULOSE DA PALHA IN NATURA (PIN) E PRE-TRATADA (AF-2%).

Componente PIN AF-2*
Anidroglucose 49,26+0,21 79,27+0,39
Anidroxilose 26,05+0,07 2,45+0,52
Anidroarabinose 4,45+0,01 nd
Grupos acetila 2,67+0,06 nd
Lignina insoluvel 2,13+0,08 5,93+1,11
Lignina soluvel 0,23+0,02 1,35+0,15

Total 84,79 89,00
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O efeito do pré-tratamento sobre o indice de cristalinidade da celulose (Tabela
35) foi determinado por difracdo de raios X (DRX) das fibras pré-tratadas e da fragcéao

holocelulésica delas derivadas (fibras parcialmente deslignificadas).

TABELA 35. iINDICE DE CRISTALINIDADE DOS POLISSACARIDEOS DA PALHA
DE CANA-DE-ACUCAR.

Fracao Palha (ICr, %)
Palha in natura 62,4
Holocelulose 74,9
Palha apés o pré-tratamento
Substrato AF-2* 78,3
Holocelulose AF-2* 78,0

A Tabela 35 revela que, apds o pré-tratamento, o indice de cristalinidade da
celulose pré-tratada aumentou em comparagao com a palha in natura. Como discutido
anteriormente para os carboidratos da palha de cana, tratamentos quimicos podem
promover uma reorganizagao estrutural da celulose nativa em outros arranjos
cristalinos, com maior ou menor indice de cristalinidade. Ja os indices de cristalinidade
do material pré-tratado e de sua holocelulose foram semelhantes entre si, indicando
que, apos a extragao das hemiceluloses durante o pré-tratamento, a celulose manteve
a estrutura cristalina adquirida apés o pré-tratamento a vapor. O aumento no indice
de cristalinidade em caule de Lespedeza crytobotrya pré-tratadas a vapor foi
anteriormente relatado por Wang (2009) e atribuido a uma deslocalizacéo da celulose
paracristalina e amorfa, previamente hidrolisada, para a regido cristalina. Por outro
lado, o aumento do indice de cristalinidade pode ter sido decorrente do preparo de
amostras para anadlise, pois 0 DRX exige amostras secas cujos polissacarideos
podem sofrer modificagdes em sua estrutura durante a eliminagdo das moléculas de
agua, particularmente para oligdmeros de menor massa molar (NAZHAD et al., 1995).

A Figura 37 mostra o perfil das analises por DRX da palha in natura e do
material pré-tratado, juntamente com suas respectivas holoceluloses. O perfil destas
andlises revela que o pré-tratamento ndo foi capaz de gerar estruturas
supramoleculares diferentes. Além disso, a presencga da lignina em algumas amostras,
como na palha in natura e na palha pré-tratada, ndo comprometeu a realizagao das

analises.
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FIGURA 37. DIFRACAO DE RAIOS X DA PALHA IN NATURA (PIN), DA PALHA PRE-
TRATADA (EXPERIMENTO AF-2*) E DE SUAS RESPECTIVAS HOLOCELULOSES
(PIN-HOLO E AF-2*-HOLO).

A determinacédo do grau de polimerizagdo (GP) da celulose pré-tratada foi
obtida por cromatografia de permeagdo em gel (CPG) de seus derivados
tricarbamilados, preparados a partir do substrato AF-2* antes e depois da
deslignificagdo com clorito de sodio (Tabela 36).

O pré-tratamento com catalise fosférica teve grande influéncia no GP das
fibras da palha, produzindo substratos com massas molares médias bastante
inferiores em relacdo aos materiais de origem. O GP da palha pré-tratada nao
deslignificada apresentou um GP trés vezes inferior quando comparado a palha in
natura, ao passo que o GP da holocelulose do substrato pré-tratado foi a metade da
holocelulose da palha in natura. No entanto, a remogao das hemiceluloses e a
hidrolise parcial da lignina também podem ter provocado esta diminui¢do no GP das
fibras apds o pré-tratamento. Por outro lado, considerando que a holocelulose da AF-
2* é composta basicamente por celulose, é possivel observar uma diminuicdo no seu
GP quando comparado a a-celulose (obtida no processo de obtengao da holocelulose
e extragdo de suas fragdes) ao passo que a polidispersividade aumentou, indicando
uma despolimerizagéo da celulose o que torna suas fibras mais acessiveis a hidrdlise

enzimatica.
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TABELA 36. GRAU DE POLIMERIZAGAO E POLIDISPERSIVIDADE DOS
POLISSACARIDEOS DA PALHA DE CANA-DE-AGCUCAR DETERMINADOS POR
CPG, ANTES E DEPOIS DO PRE-TRATAMENTO A VAPOR.

Amostra MM GPwm? MMNn3 GPN¢ PD5
PIN 1.095.903+51.106 2.112+98 976.852+43.560 1.882+84 1,12

388.694 748 50.083 96

344.278 663 45.029 86
AF-2* 367.811 708 53.768 103 o
345.608 665 45.932 88 !

356.098 686 52774 101

Média 360.498+18.389  694+35  49.517+3.936 9846
H°'°:?L|”'°Se 662.791+3.080  1.277+6  300.711+870  579+2 2,20
“'C:'I‘:J°se 406.409+11.687  783%23  159.137+3.855 30647 2,52

286.638 517 81.271 156

351.624 735 94.895 183

Holocelulose 359.125 692 82.449 158
AF-2* 296.489 519 82.400 159 88

357.811 708 83.768 161

Média 330.337+35.679 634469  84.957+5.625  163+11

T MMw, massa molar média

2 GPw, grau de polimerizagéo baseado na MMwm
3 MMn, niumero molar médio

4 GPn, grau de polimerizagao baseado na MMn
5PD, polidispersividade (PD = DPw/DPw)

A analise da polidispersividade da Tabela 36 mostra ainda que o pre-
tratamento levou a um aumento expressivo nesta medida, indicando que a reologia e
a distribuicdo em massas molares, apos o pré-tratamento, € muito mais heterogénea
do que aquela observada no material in natura.

A Figura 38 mostra a razdo molar entre os trés principais monossacarideos
da palha de cana, obtida da analise de seus derivados per-acetilados por CG-EM.
Nestes dados, é possivel observar a diferenga na razao molar existente antes e apés
o pré-tratamento. A remocgdo das hemiceluloses fez aumentar a razao molar de
anidroglucose em relagdo aos seus constituintes, passando de 13,73:9,19:1,00
(AnGlc:AnXyl:AnAra) para 16,71:4,22:1,00. E interessante observar que a razdo molar

AnXyl:AnAra da palha in natura era de 9,19:1 e que esta passou para 4,22:1,00 apés
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o pré-tratamento, indicando que a arabinose esta mais fortemente associada as fibras

de celulose do que a xilose.

100%
90%
B0%

70%
0% B AnGlc

19,23
38,42

30% W AnKyl

40% 76,21 AnAra

30% 57,40
20%
10%

0%

Palha in natura  AF-2*

FIGURA 38. RAZAO MOLAR DOS MONOSSACARIDEOS DA PALHA IN NATURA E
DO AF-2* QUANTIFICADOS POR CG-EM (DERIVADOS PER-ACETILADQOS).

4.4.3 Lignina dioxano

A caracterizagéo da lignina foi realizada a partir de sua extragao por acidolise
com dioxano:HCI 2 mol/L. A Tabela 37 mostra o rendimento da extracéo, assim como
a composi¢cao quimica da lignina dioxano e das fibras resultantes apoés a
deslignificagdo. O rendimento da extragdo da amostra AF-2* foi inferior a da palha in
natura em aproximadamente 20 %, indicando a existéncia de diferengas estruturais
entre estas ligninas, provavelmente devidas a condensagéao de compostos fendlicos e
de compostos furanicos formados durante o pré-tratamento.

Diferentemente da lignina dioxano do material in natura, a lignina dioxano pré-
tratada apresentou um teor de 0,78 % de anidroxilose ao passo que toda a arabinose
foi removida durante o pré-tratamento. Como discutido anteriormente, a razdo de
0,85:1 de AnXyl:AnAra na lignina dioxano, antes do pré-tratamento, indicou que a
arabinose esta mais associada a lignina do que a xilose. No entanto, o pré-tratamento
foi severo o suficiente para quebrar esta associagdo, removendo a arabinose e
deixando apenas uma pequena parcela de xilose associada ao complexo lignina-
carboidrato remanescente, provavelmente devido a sua maior abundancia na
estrutura lignocelulosica. Além disso, a extracdo foi considerada eficiente por

promover uma lignina dioxano com baixa contaminagao de carboidratos, o que é
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desejado para sua caracterizagdo. Ja as fibras deslignificadas do substrato AF-2%,
devido ao baixo rendimento da extragao da lignina no processo, apresentaram um teor
maior de lignina insoluvel em meio acido do que as fibras deslignificadas oriundas do

material in natura.

TABELA 37. COMPOSICAO QUIMICA DA LIGNINA DIOXANO E DAS FIBRAS
DESLIGNIFICADAS POR ACIDOLISE DA PALHA IN NATURA E DO EXPERIMENTO
AF-2*.

Composicao da Composicao das fibras
Componente lignina dioxano (%) extraidas (%)

PIN AF-2* PIN AF-2*
Anidroglucose nd 1,91+0,01 78,86+0,28 72,90+0,35
Anidroxilose 0,35£0,04 0,7810,01 9,75£0,19  1,9940,10
Anidroarabinose 0,41+0,06 nd nd nd
Grupo acetila nd nd nd nd
Lignina soluvel em acido 1,3410,33  3,4540,05 1,21£0,07  0,84+0,02
Lignina insoluvel em acido 83,97+1,85 87,36+0,16 6,45+1,26 16,6410,72
Cinzas nd nd 3,68+0,12  8,08+0,35
Total 86,30 93,50 91,01 99,95
Rendimento’ 68,95+0,22 49,17+0,45 - -

1Rendimento da lignina extraida com dioxano:HCI em relagdo ao teor de lignina de Klason do material de origem

A Tabela 38 contém o teor dos grupos funcionais medidos na estrutura das
ligninas dioxano. O pré-tratamento promoveu a quebra das cadeias alifaticas das
unidades hidroxicinamicas da estrutura da lignina, principalmente pela cisdo de
ligacdes aril-éter, gerando compostos aromaticos a-carbonilicos na fragdo soluvel
(FS) do pré-tratamento, tais como o 4-hidroxibenzaldeido. Em consequéncia desta
quebra, um pequeno decréscimo foi detectado no teor de hidroxilas alifaticas destas
macromoléculas. Ja a diminuicdo significativa do teor de hidroxilas fendlicas é
decorrente da hidrélise dos monoligndis terminais da estrutura da lignina, gerando
fragmentos de menor massa molar, incluindo os acidos hidroxicinamicos e seus
derivados, presentes na fragdo soluvel do pré-tratamento conforme demonstrado
anteriormente. O aumento do teor de carbonilas também esta relacionado a quebra

das ligagdes da porgao alifatica dos acidos hidroxicinamicos. Esta quebra é resultado
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de um ataque nucleofilico de uma molécula de agua na ligagdo dupla da cadeia
alifatica, resultando em estruturas a-carbonilicas que permanecem ligadas a estrutura

da lignina.

TABELA 38. GRUPOS FUNCIONAIS PRESENTES NA ESTRUTURA QUIMICA DA
LIGNINA DIOXANO DA PALHA IN NATURA E PRE-TRATADA.

Lignina dioxano (%)

Componente PIN AF.2*
Hidroxilas fendlicas 1,051£0,04 0,36+0,04
Hidroxilas alifaticas 5,47+0,28 4,84+0,12
Hidroxilas totais’ 6,52 5,20
Carbonilas 0,15+0,01 1,50+0,08
Grupos acidos 0,25+0,04 0,18+0,03
Carbonos aromaticos 77,0(85,4) 89,1
Grupos metoxilas? 14,9 11,3

'Somatério de hidroxilas fendlicas e alifaticas
3 Integracgéo da regido 3,5-4,0 ppm do espectro de RMN de 'H

A analise por RMN de 'H das ligninas dioxano per-acetiladas revelou
mudangas significativas em sua estrutura, quando comparados os resultados da palha
in natura com os oriundos dos substratos pré-tratados (Figura 39). Através da
intensidade dos deslocamentos quimicos observados nos espectros, foi possivel
observar uma alteragéo significativa em trés regides, sendo elas atribuidas a H em
carbono saturado nao oxigenado (0,00-1,50 ppm), H em grupos metoxilas (3,50-3,90
ppm) e H aromaticos tanto em carbonilas a como na fragdo alquila de estruturas
aromaticas (6,20-7,40 ppm). As diferengas de intensidade destes sinais na lignina pré-
tratada (Tabela 39) estéo relacionadas a sua desmetoxilagado e despolimerizagao pela
hidrolise das ligagdes aril-éter do tipo p-O-4, aumentando assim a presenca de
monoligndis e de compostos fendlicos na fragao soluvel do pré-tratamento, conforme
a identificacao e quantificagao relatadas no item 4.3.2.

O sinal em 6,20-7,40 ppm fornece uma medida direta da condensacao da
lignina, pois quanto menor a intensidade deste sinal, menor sera a quantidade de H
em estruturas aromaticas, indicando que tais posi¢des estariam associadas a outras
unidades, tanto em sua porgéo alifatica, através de ligagdes do tipo -5, B-2°, a-2°, B-

6°, como com a porgao aromatica, através de ligagdes do tipo 5-5, 2-0-4°, 3-O-4".
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Neste sentido, a diminuicdo da intensidade deste sinal revela que a lignina da palha
foi intensamente modificada pelo pré-tratamento, apresentando maior grau de
condensagao quando comparada a lignina da palha in natura. Outro dado que
corrobora este fato € a diminuicdo dos grupos metoxilas, que é decorrente da
eliminacao de monoligndis metoxilados e do rearranjo e subsequente reagdo destas

unidades com outras estruturas disponiveis no meio.

. . . ‘
6 4 2 0 [ppm]

FIGURA 39. ESPECTRO DE RMN DE 'H 400 MHZ DA LIGNINA DIOXANO
ACETILADA DA PALHA EM CDClLas.

TABELA 39. DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE 'H DAS LIGNINAS
DIOXANO PER-ACETILADAS ORIUNDAS DAS PALHAS NATIVA (PIN) E PRE-
TRATADA (AF-2%).

% na lignina

ibuicéd 1,2

Atribuicoes o ppm/TMS PIN AF-2*
H em carbono saturado ndo oxigenado 0,00-1,50 13,9 26,3
Acetato alifatico 1,50-2,20 16,6 16,4
Acetato aromatico 2,20-2,50 10,1 12,4
H em grupo metoxila 3,50-3,90 19,3 13,2
HB em B-O-4; -5, B-1 e estruturas B-B 3,90-4,50 7,1 6,1
HB em B-O-4; Hy em Ar-CH=CH-CH20Ac 4,50-5,20 5,8 5,0
Ha de aOAc em estruturas -O-4, -5 e -1 5,20-5,75 3,3 2,9
H-Ar em Ar-COR e Ar-R 6,20-7,90 23,9 17,9

"Dence e Lin, 1992.
2Chen, 1988.
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O aumento de intensidade do sinal entre 0,00 e 1,50 ppm significa que a
lignina da palha pré-tratada apresenta um teor de hidrogénios em cadeias laterais
alifaticas saturadas superior ao da lignina da palha in natura, podendo ser atribuido a
ocorréncia de contaminagdes parciais com substancias extraiveis como ceras e
acidos graxos. Na palha in natura, a extragdo da lignina é realizada a partir da
biomassa livre de extraiveis, removendo estes interferentes.

O pré-tratamento ndo apresentou grande influéncia sobre a massa molar
meédia da lignina, como pode ser observado nos resultados da Tabela 40. Este
comportamento ndo era esperado uma vez que a hidrélise e despolimerizagado da
estrutura da lignina, liberando compostos fendlicos no meio, provavelmente
acarretariam em uma diminui¢gao substancial em sua massa molar. Uma explicagao
para este fendmeno seria a condensagao de compostos furanicos e acidos organicos
(inclusive compostos fendlicos) na estrutura da lignina, compensando sua perda de
massa molar apds a despolimerizagao. Por outro lado, a polidispersividade diminuiu,
indicando uma maior homogeneidade entre os seus fragmentos molares quando

comparado a lignina do material in natura.

TABELA 40. MASSA MOLAR APARENTE E POLIDISPERSIVIDADE DA LIGNINA
DIOXANO ACETILADA DA PALHA IN NATURA (PIN) E PRE-TRATADA (AF-2%),
OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL.

Lignina Dioxano (Da)

Componente SIN AF 2"
MMAwm (massa molar média aparente) 9.351+398 10.204+186
MMAN (nimero molar médio aparente) 2.688+185 3.437+307
Polidispersividade (MMAWMMAN) 3,480,10 2,98+0,25

O perfil da analise termogravimétrica (ATG) da lignina dioxano pré-tratada
(Figura 40) revelou que o material ndo apresentava contaminagdes por sais ou outros
componentes inorganicos, devido a presenga de apenas um pico exotérmico, o que
significa que o processo de purificagao utilizado no procedimento de extracao foi

eficiente para remover tais contaminantes.
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FIGURA 40. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DA LIGNINA DIOXANO DERIVADA
DA PALHA IN NATURA (PIN) E DA PALHA PRE-TRATADA SOB CONDICOES DE
PRE-TRATAMENTO PRE-SELECIONADAS (AF-2%).

A temperatura média de combust&do da lignina da palha in natura foi de 374
°C, enquanto que a lignina da palha pré-tratada exigiu temperaturas de 405 °C. A
presenca de um unico pico exotérmico revela que a lignina ndo possui contaminagao
por carboidratos, que € caracterizado por um pico exotérmico em torno de 300 °C. O
aumento da temperatura de combustao da lignina pré-tratada revela que o preé-
tratamento gerou modificagdes quimicas na estrutura da lignina, tornando-a mais
condensada, como indicaram as evidéncias do espectro de RMN de 'H e a
quantificacdo de grupos funcionais. Portanto, conclui-se que o pré-tratamento leva a
um aumento no numero de ligagbes estaveis entre carbonos alifaticos e aromaticos,

como as ligagdes do tipo 5-5°, B-B e B-4.

4.4.4 Hidrélise enzimatica

Os ensaios de hidrolise enzimatica foram realizados com substratos derivados
do experimento AF-2* apds terem sido exaustivamente lavados com agua. Esta
medida foi feita para garantir que a susceptibilidade a hidrélise da celulose seria
medida na auséncia de quaisquer fatores negativos que poderiam advir do pré-
tratamento, principalmente na forma de carboidratos e acidos organicos. A Figura 41
demonstra que o pré-tratamento foi bastante eficiente, pois os substratos obtidos

apresentaram boa conversao a glucose utilizando uma consisténcia média de solidos
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totais (8 %) e uma baixa carga enzimatica de 2,5 mg enzima/g bagaco seco de Cellic
CTec 2 da Novozymes. O porcentual de celulose convertido neste ensaio foi de 66,5
%, ficando inclusive superior aos experimentos realizados anteriormente com
substratos lavados (53,68 %) e ndo lavados (62,48 %), obtidos nas mesmas
condicdes. O perfil de hidrélise enzimatica do substrato AF-2* também revela que,
com 48 h de reacéo, ja foi possivel atingir uma conversao de aproximadamente 60 %.
Neste sentido, o substrato obtido nas condi¢des selecionadas oferece uma alternativa

promissora para produg¢ao de etanol de segunda geracao.

70

AF-2*

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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FIGURA 41. GLUCOSE LIBERADA DURANTE A HIDROLISE ENZIMATICA DO
SUBSTRATO LAVADO COM AGUA QUE FOI DERIVADO DO PRE-TRATAMENTO
DA PALHA DE CANA SOB CONDICOES PRE-SELECIONADAS.
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5. Conclusao

A caracterizagdo quimica da palha de cana-de-agucar mostrou que esta
biomassa pode ser uma boa alternativa para a producéo de bioetanol, devido ao seu
alto teor de glucose e baixo teor de lignina. No entanto, o fato da lignina da palha ser
condensada e com maiores intera¢cdes com os carboidratos, caracteristico de ligninas
ricas em unidades guaiacilicas, pode representar um problema para o pré-tratamento
a vapor. Além disso, o alto teor de hemiceluloses da palha pode oferecer barreiras
adicionais para etapas futuras de fermentacao.

O pré-tratamento foi eficiente em remover as hemiceluloses das fibras
lignoceluldsicas, sendo que a catélise fosforica apresentou vantagens frente a auto-
hidrolise (pré-tratamento sem catalisador exdgeno), pois, além de promover uma
maior solubilizagdo das hemiceluloses, aumentando assim a acessibilidade da
celulose, apresentou uma boa recuperagéo de glucose apds o pré-tratamento, fator
importante para maximizar o rendimento na produgdo de bioetanol. Além disso,
condi¢cbes intermediarias de acido apresentaram resultados semelhantes aos
experimentos com maiores concentragdes, indicando que condi¢bes mais brandas
sao desejaveis por produzirem menor teor de subprodutos inibidores da fermentagao
(compostos fenolicos).

A palha pré-tratada por explosao a vapor apresentou boa susceptibilidade a
hidrélise enzimatica, sendo que a catalise fosforica foi eficiente em produzir substratos
com altas taxas de conversao de celulose operando em temperaturas mais brandas
que a auto-hidrdlise. O bom desempenho dos substratos nao lavados frente a hidrélise
enzimatica revelou que a fracdo hemiceluldsica hidrolisada e outros compostos
presentes na fracdo soluvel derivados do pré-tratamento nao exerceram carater
inibitério sobre as enzimas. Além disso, os resultados de fermentagdo do projeto
CaneBioFuel (FP7) mostraram que a palha pré-tratada sob a condigdo selecionada
(9,5mg acido/g palha seca, 10 min, 180°C) apresentou uma conversao em etanol de
90% dos acucares fermentesciveis liberados na hidrélise enzimatica.

Por fim, a caracterizagao do substrato obtido nas condi¢gées do experimento
selecionado mostrou as modificagcdes quimicas resultantes do pré-tratamento. A
explosao a vapor gerou uma celulose com maior indice de cristalinidade e menor grau
de polimerizagdo, ao passo que a lignina sofreu modificagdes em sua estrutura que a

tornaram mais condensada.
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