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RESUMO

A presente proposta de pesquisa tem por objetivo investigar a associagdo da
radiacdo de micro-ondas e ataques acidos e alcalinos sobre o material lignocelulosico
(bagaco da cana-de-agucar), promovendo o aumento da celulose disponivel e
potencializando a liberacdo de acgucares fermentaveis, visando a producdo de etanol
combustivel de segunda geracdo. Essa biomassa foi escolhida pela grande producéo de
cana-de-agUcar presente na regido e a alguns aspectos interessantes, tais como o seu alto
potencial energético e baixo teor de lignina, alem de ndo competir com a producédo de
alimentos. A composicdo do substrato foi determinada, conforme descrito, obtendo-se
os teores de extraiveis, hemicelulose, lignina e celulose. Em virtude da complexidade na
formacdo de sua estrutura o pré-tratamento € um passo fundamental no processo de
bioconversdo, porque ele deve desorganizar a estrutura da biomassa, remover barreiras
estruturais e composicionais tornando-a mais acessivel, facilitando o acesso das enzimas
celuloliticas, portanto, novas tecnologias tém sido desenvolvidas a fim de superar estes
entraves. Entre elas destacam-se varios pré-tratamentos, tais como explosdo a vapor,
explosdo com amdénia, micro-ondas e acidos diluidos. Atualmente ha uma grande busca
de processos para a hidrolise do bagaco a agUcares fermentesciveis, que sejam de baixo
custo e ao mesmo tempo evitem formagdo de compostos tdxicos para a fermentacdo

alcoolica subsequente.

Palavras-chaves: biocombustiveis, biomassa lignocelulésica, aclcares.



ABSTRACT

These research aims to investigate the association of radiation microwave and
acid and alkali attacks on the lignocellulosic material (cane sugar bagasse), promoting
the increase in available cellulose and enhancing the release of fermentable sugars,
aiming the production of second generation ethanol fuel. This biomass was chosen due
to the large cane sugar production in the region and to some interesting aspects, such as
its high energy potential and low lignin content, and the fact that do not compete with
food production. The composition of the substrate was determined, as described,
affording the levels of extractables, hemicellulose, lignin and cellulose. Due to the
complexity in the formation of its structure, the pre-treatment is a fundamental step in
the bioconversion process, because it should disrupt the structure of the biomass,
remove structural and compositional barriers making it more accessible and, easier for
cellulolytic enzymes, therefore, new technologies have been developed to overcome
these barriers. Among them are several pre-treatments such as steam explosion,
explosion with ammonia, microwave and dilute acids. There is currently a large search
of procedures for the hydrolysis of bagasse fermentable sugars, which are of low cost

and avoiding the formation of toxic compounds for subsequent fermentation.

Key-words: biofuels, lignocellulosic biomass, sugars.



11

1. INTRODUCAO

O consumo excessivo de combustiveis fésseis resultou na emissdo de altos
niveis de poluentes, tais como os gases de efeito estufa durante as Ultimas décadas. Por
isso, pesquisas por fontes de energia alternativa e renovavel tém se tornado muito
importantes (SARKAR et al., 2012).

O aumento exacerbado do preco do petrdleo, a natureza finita dos combustiveis
fésseis, 0 aumento das preocupacgdes quanto ao impacto ambiental, as consideragdes de
salde e de seguranca estdo forcando a busca por novas fontes de energia (DEMIRBAS,
2008). Portanto a producéo de etanol, sem aumentar a exploragéo de terras cultivaveis a
partir de residuos lignocelulésicos, constitui um novo padrdo de producdo de energia
(BENEDETTI et al., 2009).

O Brasil atingiu a producdo de 659.10 milhdes de toneladas de cana-de-acUcar
na safra 2013/14 (CONAB, 2014). Sado gerados em torno de 280 kg de bagaco por
tonelada de cana, equivalente a 187 milhdes de toneladas de bagaco de cana gerados em
todo o territorio nacional, tornando esse material a principal biomassa lignocelulésica
produzida (CGEE, 2010).

Desta forma, o Brasil se encontra em destaque, sendo privilegiado e capaz de
liderar por completo todo o uso da biomassa lignocelul6sica, porque € um dos maiores
produtores de matérias-primas renovaveis do mundo. Tais matérias-primas tém alto
valor agregado, custo relativamente baixo, estdo disponiveis em grande abundancia,
possuem fornecimento sustentavel e ndo competem com a producdo de alimentos,
incluindo residuos agricolas, florestais e industriais, motivando a coproducdo de
biocombustiveis e por consequéncia a producdo de energia sustentdvel com
desempenhos ambientais e econdmicos mais satisfatorios (CHERUBINI e
STROMMAN, 2010).

Os residuos lignocelulésicos sdo compostos principalmente de: celulose,
hemicelulose e lignina. Eles também contém pequena porcentagem de lipideos,

denominados de extraiveis. A celulose se encontra intimamente associada a
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hemicelulose e a outros polissacarideos estruturais, formando as microfibrilas ricas em
carboidratos envolvidas por uma espécie de ‘selo’ constituido pela lignina (LIN et al.,
2010).

Devido a esta complexidade na formacdo de sua estrutura, o pré-tratamento é
um passo fundamental no processo de bioconversdo, porque ele deve desorganizar a
estrutura da biomassa, remover barreiras estruturais e composicionais tornando-a mais
acessivel, obtendo enriquecimento na percentagem de hidrélise e aumento dos
rendimentos de agUcares fermentaveis a partir da celulose e hemicelulose, evitando a
formacdo de compostos que impedem o0s processos subsequentes de hidrélise e
fermentacdo. Tais pré-tratamentos podem ser realizados por meio de processos fisicos,
quimicos, fisico-quimicos ou biologicos (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

Diante da diversidade de pré-tratamentos disponiveis na literatura, varias
metodologias de pré-tratamento tém sido amplamente estudadas. E, todos esses métodos
tém vantagens e desvantagens. Sendo assim, para ser um meétodo economicamente
viavel, € imprescindivel uma triagem do tipo de pré-tratamento a ser aplicado, uma vez
que esta etapa ira influenciar diretamente sobre os rendimentos de glicose durante a
hidrolise enzimética do material (MORETTI et al., 2014).

O combustivel de segunda geracdo possui grande importancia regional com o
setor agro energeético, jA que 0 mesmo estd em ampla expansdo no Estado de Goias
(SALVI et al., 2010). Considerando que Goias ocupa o segundo lugar em relacdo a
producdo de cana-de-acucar nacional e do grande nimero de centros industriais do setor
sucroalcooleiro presentes na regido, gerando enorme quantidade de biomassa (bagaco
de cana), com alto potencial energético pela sua concentracdo de celulose e baixo custo
para a obtencdo, além de constituir um residuo ambiental a ser tratado, surge a
oportunidade de utilizar esta biomassa para a fabricacdo de etanol de lignocelulésicos.
(CONAB, 2014).

Diante disso o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do pré-tratamento
quimico alcalino e &cido combinado com a radiacdo de micro-ondas sobre a composicao
do bagaco da cana-de-acUcar, a fim de maximizar o teor de celulose para 0s processos

de hidrdlise e fermentacdo para obtencéo de etanol de segunda geracao.

2. REVISAO DE LITERATURA
Segundo Silva, Silva Junior e Pinto Junior (2010) no final da década de 1970, o

Brasil buscou tecnologias para a produgdo de alcool a partir de celulose. Na ocasido, 0
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pais optou por uma tecnologia ofertada pela ex-Unido Soviética. Desde entdo, foi
implantado o programa COALBRA que contou com a instalacio de uma usina
experimental, com capacidade para 30 mil litros/ dia. Esta se fixou em Uberlandia,
empregando como matéria-prima as plantacdes de eucalipto existente no triangulo
mineiro. Porém, o processo ndo foi satisfatorio por causa das dificuldades de
transferéncia de tecnologias, ao tipo de madeira utilizada e aos problemas no processo
fermentativo (SCHLITTLER e PEREIRA-JUNIOR, 2008).

Nos ultimos trinta anos, empresas brasileiras e norte-americanas, sao as que
mais investem em pesquisa com etanol de segunda geracdo. Atualmente, os Estados
Unidos possuem algumas plantas para a producdo do etanol celul6sico em escala pré-
industrial. E, o Brasil vem caminhando no desenvolvimento de um mercado estavel de
etanol e apenas nesta década surgiram novos mercados a custa de forte intervencéo,
incentivos e subsidios. O etanol de cana-de-agUcar apresenta expressivas vantagens
comparativas de custo de producao, sendo de 30% a 50% inferior ao custo de etanol
norte-americano a partir do milho e trés quartos do etanol europeu a partir da beterraba
(BOZZEL et al., 2011; ROCHA et al., 2012).

Os custos dos processos para a producdo de biomassa lignocelulésica ainda
estdo elevados. No entanto, a intensa mobilizacdo de empresas, universidades e o
enorme apoio publico nos paises desenvolvidos, como concessdo de diversos
incentivos, prometem resultados auspiciosos num horizonte ndo muito distante
(BOZZEL et al., 2011; ROCHA et al., 2012).

O governo Federal Brasileiro tem investido significativamente em ciéncia e
tecnologia vinculada ao etanol de segunda geracdo, esperando obter no futuro um
combustivel com alta produtividade, visando a maxima aplicacdo de matéria-prima e
proporcionando a sustentabilidade do setor. Foi inaugurado em Campinas o Laboratorio
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), ligado ao Ministério da
Ciéncia e Tecnologia. Esta em funcionamento uma unidade em fase experimental na
cidade de Piracicaba (SP) para fabricacdo de etanol de segunda geracdo. Com
capacidade de producéo diaria chega a mil litros de etanol lignocelulésico. (CTC, 2013).

Residuos agricolas e florestais tais como a palha e o bagaco da cana-de-acUcar,
gramineas e cascas, que passam por processo de combustdo ou sdo descartados, podem
ser matérias-primas para obtencéo de bioetanol (JARDINE e PERES, 2009).

Os residuos agricolas sobressaem por exibir maior valor agregado e obter

elevada producdo no Brasil. Portanto, varios métodos estdo sendo estudados para o
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reaproveitamento desses materiais, ja que a concentracdo de residuos é crescente,
provocando a perda de recursos e prejudicando o meio ambiente. Esse acréscimo
colabora significativamente para a problematizacdo da reciclagem e conservacdo da
biomassa. Estes materiais estdo sendo modificados em produtos com alto valor
agregado e em compostos quimicos tais como &cidos organicos, enzimas, alcool,
aminoécidos, entre outros. A utilizacdo destes residuos agroindustriais em bioprocessos
é uma opcao coerente para fabricacdo de substratos e um auxilio para elucidar a questdo
da poluicdo ambiental (DEMIRBAS, 2008).

O Brasil tem a maior producdo de cana-de-acUcar para a industria
sucroalcooleira. Depois da obtencdo do caldo, sdo fabricados o acUcar e o élcool etilico,
0 bagaco que sobra é parcialmente queimado para a obtencdo de energia elétrica e
térmica para os processos industriais (FURLAN et al., 2012). Por causa do excesso de
bagaco e a legislacdo que limita a queima da palha no campo, devendo atuar
positivamente para que este residuo seja incorporado ao sistema de geracdo de energia
nos proximos anos, avalia-se que as usinas sucroalcooleiras podem disponibilizar de 30
a 50% do bagaco gerado para usos alternativos (BENEDETTI et al., 2009).

As matérias-primas lignocelulosicas formam o material mais abundante no
mundo, surgindo de forma atrativa para producdo de etanol, assim como para outros
biocombustiveis. Por apresentar condi¢fes favoraveis, o plantio de cana-de-agucar no
cerrado do sudoeste goiano vem crescendo; assim o estado de Goias ocupa a 22 posicdo
em area cultivada (CONAB, 2014).

2.1. Cana-de-acUcar

A cana-de-acUcar € uma graminea da espécie Saccharum officinarum, sendo
uma planta da familia Poaceae, representada pelo milho, sorgo, arroz e muitas outras
gramineas; originaria do territorio asiatico, onde era cultivada desde tempos ancestrais e
introduzida em territério brasileiro pelos portugueses no século XVI. Hoje € muito
cultivada em regiGes tropicais e subtropicais do pais (GOLDEMBERG et al., 2008). A
mesma vem passando por modificacBes desde a sua origem, resultando em varias
espécies, que distinguem entre si especialmente quanto ao conteudo de fibras e
acucares. Atualmente, a maior parte da cana-de-acucar cultivada ¢ um hibrido
multiespecifico, recebendo a designacdo de Saccharum ssp. (GOLDEMBERG et al.,
2008).
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A cana-de-agUcar é composta por partes subterrdneas e aéreas. As raizes e
rizomas fazem parte da parte subterrdnea da planta, enquanto o colmo, as folhas e as
flores fazem parte da parte aérea. E composta principalmente por 4gua e aglicares que se
reinem nos colmos, e a sacarose é o carboidrato dominante. A composicao quimica da
cana-de-agucar é muito mutavel quanto a proporcdo dos elementos, mas, qualitativa e
quantitativamente, expde regularidades em todas as variedades (FURLAN et al., 2012).
Do seu processo de industrializacdo obtém-se como produto o aglcar nas suas mais
variadas formas e tipos, o vinhoto, o etanol e o bagaco (ROCHA et al., 2012).

Atualmente, o Brasil esta a frente dos 80 paises produtores de cana e a previsdo
da producdo de cana-de-agUcar, para a atual safra (2014-2015), indica que o total dessa
matéria-prima que sera processada pelo setor sucroalcooleiro devera atingir um
montante de 659,10 milhGes de toneladas. Logo, o residuo agroindustrial mais
produzido é o bagaco da cana com aproximadamente 280 kg/ton de cana moida.
(CONAB, 2014).

De acordo com a Unido da Industria de Cana-de-Acucar - (UNICA, 2014)
estima-se que nesta safra tenha gerado 187 milhdes de toneladas de bagaco de cana. Em
grande parte das usinas o bagaco resultante é queimado para gerar energia para propria
usina, entretanto, cerca de 40 a 50 kg por tonelada de cana-de-agclcar moida ndo é

utilizada, e se torna um passivo ambiental, em termos de espacgo e material poluente.

2.2. Bagaco da cana-de-acucar

Atualmente, o bagaco da cana tem sido alvo de varios estudos visando seu
potencial energético, relacionado a producdo de biocombustivel, entretanto, seu uso nao
esta restrito a esse fim. Devido a grande quantidade produzida e a suas caracteristicas
quimicas e fisicas tal material depara com grande campo de utilizacdo como exemplos,
na fabricacdo de papeldo e papel, na producéo de racdo animal, na indudstria quimica e
aglomerados, como material alternativo na construcéo civil, na producdo de biomassa
microbiana e também, na producdo de alcool via bagaco e palha de cana. O bagaco da
cana-de-agUcar € um coproduto adquirido em altas quantidades e provém da moagem da
cana para a extracdo do caldo, com a técnica que ocorre nos ternos das moendas das
empresas produtoras de agUcar e etanol. A utilizagdo deste subproduto na producéo de
etanol celuldsico proporcionard aumento significativo na producdo nacional de
biocombustiveis (RODRIGUES e CAMARGO, 2008).
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A composigdo do bagago varia de acordo com diversos fatores, entre eles, o
tipo de solo, o tipo de cana, as técnicas de manuseio e colheita. Quimicamente, é
composto por: lignina, hemicelulose e celulose, 0s quais sdo 0s principais polimeros
naturais, (Figura 1). E, uma pequena concentracdo de outros compostos como proteinas,
pectinas e outros polissacarideos complexos em quantidade menores (CORRALES et
al., 2012). Do ponto de vista fisico, constitui-se por 45% de fibra (fracdo s6lida orgéanica
insolivel em é&gua presente no talo da cana); 2 a 5 % de solidos insoluveis; sélidos
soluveis e 50% de agua (GEDDES et al., 2010).

7 %— Celulose

Lignina

Figura 1: Modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material lignocelulésico
(BIDLACK et al., 1992).

2.2.1. Celulose

A celulose é o principal componente da lignocelulose e o polimero de
carboidratos mais abundante do planeta. E um polissacarideo linear que consiste em
unidades de glicose unidas por ligacbes glicosidicas do tipo B (1—4) (Figura 2), cujo
tamanho é determinado pelo grau de polimeriza¢do (DP) que altera de 100 a 2000 DP.
As cadeias de celulose constituem as fibrilas simples, compostas por regides diferentes,
a cristalina, de configuracdo mais ordenada formada por cadeias de celulose unidas por
ligacGes de hidrogénio e forca de Van der Waal's, e a amorfa, menos ordenada e mais
susceptivel a hidrolise (CADETE, 2009).
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Figura 2: Estrutura da celulose (FENGEL e WEGENER, 1989).

2.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo grande componente da lignocelulose e o segundo
polissacarideo natural mais abundante no mundo. Hemicelulose s&o polimeros
heteroglicanos ramificados, compostos por polissacarideos de baixa massa molecular e,
em grande abundancia, pentoses (xilose, ramnose e arabinose) e hexoses (glicose,

manose e galactose) como pode ser observado na Figura 3 (GIRIO et al., 2010).

Pentoses Hexoses Acidos

L Desoxi-hexoses
Hexuronicos

COOH

CH;GH
OH HO H
OH H OH Hy
OH HO
H H OH
H H H
H H
f-D -Xilose p-D -Glicose acido B-D - Glucurdénico a—L -Ramnose
o CHQOH o COOH
HO - OH OH 0 oH
H OH OH OH 3  OH
" HsCO H HO
Ll H
a-L -Arabinopiranose p-D-Manose acide «x-D -4 -0 - Metilglucurénico a-L -Fucose
o OH CHEOH COOH
H
a-L - Arabinofuranose a-D - Galactose acido @-D - Galacturonico

Figura 3: Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses (FENGEL e WEGENER, 1989).

2.2.3. Lignina
E um polimero proveniente de grupos fenilpropanoides, reproduzidos de forma
irregular, que tém sua origem na polimerizagdo desidrogenada do &lcool coniferilico. Os

polimeros fenilpropanoides que constituem a lignina sdo altamente condensados e muito
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resistentes a degradacdo por causa das ligacOes aleatdrias carbono-carbono entre os
compostos fenolicos. Estes resultam na formagéo de dimeros, trimeros e tetrdmeros que
definem a estrura complexa da lignina. Essas ligacGes carbono-carbono constituem o
principal obstaculo para a ruptura da cadeia de lignina (CADETE, 2009; KESHWANI,
2009). A Figura 4 exp0@e os precursores primarios na formacéao da lignina.

(HOH CHa0OH CHsOH CH2 OH
| | | |
CH CH CH CH
1] Il Il 1|
cH IH CH CH
B
OGHs CHa0 OCHs
OH OH GH
a b ¢ d

Figura 4: Precursores na formacdo da lignina derivados do (a) alcool cindmico: (b) alcool trans-p-
cumarico, (c) alcool trans-coniferilico e (d) &lcool trans-sinapilico (FENGEL e WEGENER, 1989).

Cumpre ressaltar que os componentes sdo arranjados de modo que as cadeias
de celulose e hemicelulose sejam fixadas pela lignina. Paralelamente, as cadeias de
celulose se mantém compactadas através de ligacGes de hidrogénio que promovem a
rigidez da planta, enquanto a lignina circundante “gruda” os componentes e age como
barreira fisica para o ataque de microrganismos e agua. A hemicelulose, por sua vez,
proporciona a ligacdo entre a celulose e a lignina formando assim a rede fibrosa. Por
isso, 0s dois maiores obstaculos para impedir a hidrélise da celulose de materiais
lignocelulésicos sdo a recalcitrancia da prépria celulose cristalina, proveniente da
estrutura linear das cadeias de celulose compactadas em microfibrilas, e a alta protecdo
que a lignina proporciona a estrutura celulésica, atuando como barreira fisica contra o
ataque enzimatico (CORRALES et al., 2012).

2.3. Producéo de etanol a partir de biomassa

Segundo Aita et al. (2011), o processo de obtencéo de etanol a partir de
materiais lignoceluldsicos possui basicamente trés etapas, com diferentes possibilidades
de combinacdo: pré-tratamento, hidrolise enzimatica e fermentacdo, como demonstrado

na Figura 5.
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Na conversdo de materiais lignocelulésicos em etanol, a primeira etapa
consiste no pre-tratamento da biomassa com o intuito de remover as estruturas primarias
da matéria-prima disponibilizando a celulose ao ataque enzimatico. Em seguida, um
complexo enzimético hidrolisa os polimeros de hemicelulose e celulose, a monémeros
que sdo transformados em etanol por bactérias e leveduras. Posteriormente, o etanol é
separado para ser enfim comercializado, como combustivel ou adicionado a gasolina. A
lignina que é recuperada da matéria-prima pode ser utilizada no processo como fonte de
energia. Atualmente, novas tecnologias estdo em desenvolvimento para agregar valor a
lignina no mercado de alimento, farmacos, cosméticos e higiene pessoal (ALVIRA et
al., 2010).
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Figura 5: Representacdo esquematica da producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica
(SANTOS et al., 2012).
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2.4. Pré-tratamento

E necessario realizar um pré-tratamento do bagaco para aumentar a exposicio
das fibras de celulose, deixando-a mais disponivel aos agentes hidroliticos enziméticos.

A fase operacional mais relevante da biomassa em termos de custo direto é o
pré-tratamento da biomassa, aléem de influenciar consideravelmente os gastos das fases
anteriores e subsequentes do processo. Em geral, estes podem se classificar em trés
grupos principais: fisicos, quimicos e bioldgicos, além de combinagdes entre eles (DA
CRUZ et al., 2012; L1 et al., 2014).

De modo geral, o pré-tratamento deve ser eficiente em termos de rentabilidade,
funcionalidade, seletividade (garantindo a disponibilidade da celulose aos agentes
hidroliticos), simplicidade operacional, seguranca e consistir em reduzido consumo de
insumos quimicos e energia (CHEN, ZHAO e XIA, 2009).

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: aumentar a area superficial da
biomassa, separar o complexo lignina-celulose, diminuir o grau de cristalinidade da
celulose, poupar as pentoses, maximizando os rendimentos em aclcares e evitar ou
minimizar a formacgédo de compostos inibidores nos processos subsequentes (PENG et
al., 2013; PANG et al., 2013).

Ainda que varios processos de pré-tratamento tenham sido experimentados ao
decorrer desses Gltimos anos, verifica-se a crescente necessidade de desenvolver e
ampliar as alternativas tecnoldgicas eficazes em termos de competitividade econdmica e
custo geral. Basicamente, extracOes seletivas de componentes ndo celuldsicos
(hemiceluloses e lignina) empregando &cidos ou alcalis, tém sido alcancadas com
despesas relativamente plausiveis (CHUNDAWAT et al., 2010; LI et al., 2014).

Alguns autores relatam que o uso de micro-ondas é um método alternativo em
relacdo ao aquecimento convencional (HU e WEN, 2008; MORETTI et al., 2014). As
micro-ondas apresentam a capacidade de gerar calor de forma rapida e direta,
comparado com 0 aquecimento baseado na transferéncia de calor por conducéo e
conveccao, que é realizado pela transferéncia de calor superficial (PENG et al., 2013).

A utilizacdo de aparelhos de micro-ondas ocorre entre uma faixa de 900 a
2.450 MHz. E, mesmo operando na frequéncia, o aparelho de micro-ondas é insuficiente
para induzir qualquer atividade quimica nos materiais. Entretanto, se 0 material exposto
contiver moléculas polares ou ions, a radiagdo pode acelerar o processo. Outras
vantagens na utilizacdo desta tecnologia incluem investimento inicial reduzido,

capacidade de iniciar e interromper o processo de forma instantanea, além da
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uniformidade e seletividade no processo. Muito se tem investigado sobre esse método,
que tem sido utilizado em inimeras aplica¢cbes como aquecimento, secagem, cozimento
e esterilizacdo (KESHWANI, 2009).

Contudo, ressalva-se que a utilizacdo somente da radiacdo nao apresenta efeito
expressivo sobre o material lignoceluldsico. E necessaria a utilizacdo de algum
composto ionico ou polar que induza a ruptura do material. Diante disso, os trabalhos da
literatura, que estudam os efeitos das micro-ondas no pre-tratamento dos
lignocelulésicos, avaliam a combinacgdo da radiagdo com o uso de compostos alcalinos e
acidos (HU e WEN, 2008; KESHWANI, 2009).

Através do pré-tratamento quimico, almeja-se obter a solubilidade da lignina e
hemicelulose para deste modo expor a celulose a conversdo por componentes alcalinos
ou acidos. No pre-tratamento com alcalis, a lignina € solubilizada, enquanto no pré-
tratamento acido, a cadeia de hemicelulose ¢ hidrolisada. (ZHANG et al., 2013).

No Brasil, os reagentes acidos mais utilizados s&o os acidos sulfuricos
(H2S0,), cloridricos (HCI) e fosforicos (H3POg4). E, os alcalis mais comuns usados
como agentes de pré-tratamento séo os hidroxidos de sodio, calcio, aménia e ureia (DA
CRUZ et al., 2012).

O pre-tratamento com amoénia tem recebido destaque porque, além de
promover maior exposicdo da celulose pela modificacdo da estrutura da lignina
facilitando o ataque enzimatico, a amdnia apresenta a facilidade de poder ser recuperada
e reciclada devido a sua elevada volatilidade (HU e WEN, 2008; YOON et al., 2011).

Por isso, para que o processo de obtencéo de etanol de lignocelulésicos seja um
processo economicamente vidvel, é necessaria a selecdo rigorosa do tipo de pré-
tratamento a ser aplicado, ja que essa etapa ird intervir diretamente sobre os rendimentos
de glicose durante o processo de hidrolise enzimatica do material. Um eficiente pré-
tratamento minimizard os custos envolvidos na aquisicdo de enzimas, viabilizando o
processo (PANG et al., 2013).

2.4.1. Pré-tratamento alcalino

Os pré-tratamentos alcalinos (sédio, calcio, potassio, e hidréxido de amonio)
sdo muito eficazes na solubilizacéo da lignina, exibindo um efeito menor sobre a glicose
e xilose, em comparacdo com o0s pre-tratamentos acidos (ALVIRA et al., 2010;
HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Outra relevante fungdo dos &lcalis é a possibilidade de

remocdo de inibidores formados da degradagdo dos acgucares. Estes subprodutos
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incluem 4&cidos alifaticos, furaldeidos e compostos fenolicos (furfural e
hidroximetilfurfural) que estdo contidos no hidrolisado que posteriormente inibe o
crescimento microbiano e a formagdo de etanol durante a fermentacdo
(BOONMANUMSIN et al., 2012).

O pré-tratamento baseado em alcalis demostra grande sucesso na
deslignificacdo de substancias lignocelulésicas, tais como bagaco e palha de cana. A
amobnia em particular rompe a parede celular, decompondo as ligacfes éter (C-O-C) e
éster entre a hemicelulose e a lignina, assim como a sua penetracdo na estrutura da
celulose provoca o inchagco da celulose. Ou seja, o tratamento alcalino do bagaco da
cana-de-acUcar remove a matriz de lignina e deixa a celulose e hemicelulose mais
disponiveis a degradagdo enzimatica. E, por ultimo diminui a cristalinidade da celulose
(CARDONA et al., 2010; AITA et al., 2010). Pré-tratamentos a base de amdnia com ou
sem calor tém apresentado bons resultados na deslignificacdo do bagaco da cana,
bagaco do sorgo, palha de milho e outros residuos (AITA et al., 2010; ALVIRA et al.,
2010; KIM et al., 2010; SALVI et al., 2010; ZHAO et al., 2011, AITA et al, 2011).

Segundo estudos realizados por Aita et al. (2011), o bagaco da cana foi tratado
com hidroxido de amdnio em alta pressdao em um reator (NH;OH, solucdo a 28% v / v,
Fisher Scientific) e agua na proporcdo de 1: 0,5: 8. O reator foi aquecido com vapor a
160 ° C a 0,9-1,1 MPa e mantida a esta temperatura durante 1 h, em seguida, arrefeceu-
se a 50-80 ° C. A biomassa foi prensada, seca a 20% de humidade a 40-45 ° C. Avaliou
e demonstrou com sucesso a producdo de etanol celulésico a partir do bagaco da cana.
O pré-tratamento do bagaco da cana com hidroxido de aménio resultou em
deslignificacdo significativa (55%), com uma perda minima de celulose (<10%), um
rendimento total de glicose 37 £ 2,3 g de glicose / 100 g de biomassa seca e 87% de
digestibilidade da celulose. Fermentacbes da glicose produzida com Saccharomyces
cerevisiae resultaram em 23 + 1 g de etanol / 100 g de biomassa seca e 78% de
rendimento tedrico de etanol (AITA et al, 2011).

Em outro estudo realizado por Salvi et al. (2010) observou-se menor
deslignificacdo (44%) e a perda de hemicelulose (30%) em sorgo pré-tratados com a
solucdo de hidréxido de amdnio diluido sob as mesmas condices descritas no estudo
feito por Aita et al. (2011). A maioria da celulose (> 90%) foi retida na biomassa.

Em um trabalho realizado por Zhao et al. (2011) foi relatado um processo para
producdo integrada de polpa de papel, lignina e etanol com bagago da cana como

matéria-prima. Os resultados experimentais da sacarificacdo simultanea e fermentacao
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mostraram que a concentracdo de etanol produzido pelo processo alcalino foi o dobro da
obtida com o bagaco de cana pré-tratado com &cido diluido.

O pre-tratamento a base de hidroxido de amdnio é usado para remover parte do
lignocelulésico, tal como descrito por Salvi et al. (2010). O hidréxido de aménio, sendo
um reagente seletivo para lignina e ndo corrosivo serve como fonte de nitrogénio nos
processos posteriores. Além disso, a celulose e a hemicelulose sdo bem preservadas na
etapa de pré-tratamento com hidréxido de aménio, com baixos niveis ou nenhuma
degradacdo (HAN et al., 2009). O principal efeito do pré-tratamento de NH,OH é
promover a deslignificacdo quebrando as ligacdes éter e éster da lignina (SALVI et al.,
2010).

2.4.2. Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido tem por finalidade a solubilizacdo da hemicelulose dos
lignoceluldsicos, alem da liberagdo de parte da glicose presente na cadeia de celulose.
Entre os diversos tipos de métodos, o pré-tratamento &cido é ainda uns dos métodos
mais usuais para tratar o material lignocelulosico (CHENG et al., 2008; PATTRA et al.,
2008; HERNANDEZ-SALAS et al., 2009; GEDDES et al., 2010; YOON et al., 2011).

O écido cloridrico foi utilizado para o pré-tratamento de diferentes
lignoceluloses (por exemplo, palha de sorgo, bagaco da cana-de-agUcar e residuos de
Oleo de palma), no entanto, o impacto ambiental e propriedades corrosivas limitam
fortemente a sua aplicacdo. A hidrélise do bagaco da cana-de-actcar com HCI mostra
rendimentos maiores em comparagdo com outros materiais lignocelulosicos e a

conversao de mais de 30%, em peso, a acucares redutores (CARDONA et al., 2010).

2.4.3. Pré-tratamento em duas etapas

Em pesquisas desenvolvidas por Wang et al. (2010), descobriu-se que o pré-
tratamento em duas fases aumentou significativamente a digestibilidade de celulose por
causa da remocao parcial de hemicelulose e lignina e explosdo das fibras de celulose
ap0s o primeiro estagio de pré-tratamento.

Em trabalho realizado por Boonmanumsin et al. (2012), ap6s submissdo de
Miscanthus sinensis a condi¢bes 6timas de pré-tratamento alcalino, acido e em duas
etapas. ldentificou que os rendimentos de agucares obtidos a partir do pré-tratamento
em duas fases comparado com o pré-tratamento em fase Unica foram muito mais

elevados, sendo que 2,93 g / 100 g de biomassa foram obtidos para o pré-tratamento
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alcalino, 62,28 g / 100 g de biomassa para o pré-tratamento &cido e 71,64 g / 100 g de

biomassa para o pré-tratamento em dois estagios.

2.4.4. Pré-tratamento com micro-ondas

Ao longo dos anos, muitos estudos tém sido realizados para reconhecer o efeito
de micro-ondas no processo de pré-tratamento de biomassa para a produgdo de
bioetanol. Tem sido relatado que a irradiacdo de micro-ondas provoca efeito de
explosao fisica entre as microfibras, fazendo com que haja desintegracdo das estruturas
recalcitrantes da biomassa. Para além do aquecimento convencional, o aquecimento por
micro-ondas é outra via adequada para realizar a ruptura das estruturas recalcitrante da
biomassa lignoceluldsica. As micro-ondas aquecem a solugdo por meio de radiacdo. Isto
implica, por sua vez, que as micro-ondas séo capazes de penetrar na solucdo. Portanto,
as micro-ondas podem ser absorvidas de maneira uniforme pela solugéo e proporcionar
um aquecimento rapido e eficiente em termos energéticos do pré-tratamento da
biomassa (CHEN e LIN, 2010).

Além disso, o campo eletromagnético presente no aparelho de micro-ondas
produz efeitos fisico-quimicos que aceleram a decomposicdo das regides cristalina. As
vantagens do uso de micro-ondas se ddo também pelos efeitos ndo térmicos associados
(HUANG et al., 2009). Também héa relatos que a irradiacdo de micro-ondas facilita a
dissolucéo da lignina e hemicelulose em solugdes alcalinas (KUMAR et al., 2009).

Ooshima et al. (1984) foi o primeiro a relatar sobre 0 uso de aquecimento por
micro-ondas para o pré-tratamento de materiais lignocelulésicos. Em seu estudo, a palha
de arroz e bagago eram colocados individualmente em vasos de vidro hermeticamente
fechados com &gua e eram pré-tratados por irradiacdo de micro-ondas. Os resultados
indicaram aumento na acessibilidade enzimatica de 1,6 e 3,2 vezes para a palha de arroz
e 0 bagaco da cana-de-acucar, respectivamente, quando comparadas com amostras ndo
tratadas.

Em uma pesquisa em que, antes do pré-tratamento de micro-ondas, Miscanthus
sinensis foi suspensa em solucdo de NHsOH (0,5-5% (w / v)), utilizando diferentes
razdes liquido-solido (15: 1 - 45: 1 mL de solucdo de M. sinensis). A mistura foi agitada
até ficar homogénea. O pré-tratamento com forno de micro-ondas (300 W) foi
conduzido sob varias temperaturas (60-160 °C) e tempos (5-60 min)
(BOONMANUMSIN et al., 2012).
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Neste estudo de M. sinensis, pré-tratado com NHsOH no intervalo de
temperatura de 60-160 °C durante 5-60 min, resultou em maior quantidade de agUcares
monoméricos (cerca de 1,37-1,47 g / 100 g do material), a 120 °C por 15 min. Também
mostrou que 0 aumento da temperatura resultou em ndo sé um aumento significativo na
remocdo da lignina, mas também a diminui¢do no rendimento total de acUcar, indicando
a conversao de agUcar de outros compostos, tais como o furfural. Por isso, a temperatura
6tima e tempo selecionado para o pré-tratamento NH4OH foram 120 ° C por 15 min
para obtencdo do rendimento maximo de glicose, xilose e arabinose, de 1,42, 0,66, e
0,66 g por 100 g de biomassa, respectivamente (BOONMANUMSIN et al., 2012).

Na pesquisa feita por Vani et al. (2012), em que o objetivo era comparar pré-
tratamentos feitos com um reator de alta pressdo e com um micro-ondas através da
geracdo de energia de residuos de plantas de algodoeiro. E também observar a
otimizacédo das condic¢des dos residuos de plantas de algodao apos o pré-tratamento para
suscetivel hidrélise. Foi demonstrado que a exigéncia de energia para a unidade de pré-
tratamento com micro-ondas foi de 5 vezes menor do que tratamento de alta presséo do
reator. E, o pré-tratamento alcalino com micro-ondas produziu 0,495 g/g de acucar apos
6 min de tratamento, enquanto o reator de alta pressdo produziu 0,79 g/g de acucar
depois de 45 min de tratamento. Assim o pré-tratamento alcalino com micro-ondas é
também mais rapido.

Na metodologia utilizada por Ma et al. (2009), para avaliar o melhor pré-
tratamento da palha de arroz com micro-ondas descobriram que a eficacia maxima da
celulose, hemicelulose e sacarificacdo totais da palha de arroz aumentaram em 30,6%,
43,3% e 30,3%, respectivamente, quando foram realizadas as condigdes 6timas de preé-
tratamento de micro-ondas.

A partir da revisdo da literatura acima, é evidente que os métodos de pré-
tratamentos podem ser métodos eficazes e promissores para a disponibilidade da

celulose da biomassa para a producéo de bioetanol.

2.5. HIDROLISE ENZIMATICA

De acordo com Velmurugan e Muthukumar (2012) séo reconhecidas trés
técnicas para a obtencdo de acglcares fermentesciveis provenientes de materiais
lignoceluldsicos: hidrdlise com é&cido concentrado, hidrélise com acidos diluidos e

hidrélise enzimatica.
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Aswathy et al. (2010) descreve que as vias enzimaticas apresentam vantagens
importantes sobre as vias quimicas, em relacdo a producéo de etanol através do bagaco
da cana. As conversdes enzimaticas surgem como opg¢des promissoras, em termos de
custo global, em beneficio da possiblidade de atingir rendimentos glicosidicos préximos
ao teorico, aléem do fato de poder contar com as técnicas avancadas de microbiologia e
engenharia genética, a fim de aperfeicoar as etapas do processo integrado. Ainda é um
grande desafio converter o processo de hidrolise enzimatica em um método possivel, de
modo que a producdo de etanol a partir de biomassas possa ser tdo competitiva quanto
as outras rotas de producéao de etanol de segunda geracao em larga escala.

No processo enzimatico, o material pré-tratado, rico em celulose é exposto ao
contato com um coquetel de enzimas para a disponibilizacdo da glicose presente. As
melhores condigdes para 0 processo enzimatico sdo particulares de cada extrato
enzimatico e influenciadas pela natureza do mesmo. Em geral, a faixa otima de
temperatura e pH para atividade enzimatica se encontram em torno de 50°C e pH 4,0 —
5,0 (NIKOLIC et al., 2010).

A celulase é um complexo de enzimas composto por trés enzimas com fungdes

distintas, as endoglucanases, celobiohidrolases e a 3-glicosidase (Figura 6).
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Figura 6: Transformacdo do cristal de celulose em glicose através do processo enzimatico. (ASWATHY
et al., 2010).



27

Inicialmente as endoglucanases atacam aleatoriamente a cadeia de celulose
para formar glicose, celobiose e celotriose. As celobiohidrolases fracionam a cadeia em
dimeros de glicose (celobiose). Entdo, a p-glicosidase faz a conversdao da molécula de
celobiose em duas moléculas de glicose, sendo que sua auséncia pode provocar inibicdo
pela grande quantidade de celobiose presente. Na hidrélise da hemicelulose, o processo
é mais complexo que o da celulose, porém apresenta maior privilégio de acessibilidade
ao substrato, por que a estrutura das hemiceluloses ndo é cristalina como as celuloses
(VELMURUGAN e MUTHUKUMAR, 2012).

Uma pesquisa desenvolvida por Hernandez-Salas et al. (2009), demonstrou que
a hidrélise enzimética obteve melhores resultados comparada a hidrolise &cida para a
posterior fermentacdo porque ndo ha formacdo de componentes de degradacdo da
glicose, embora 0 processo seja mais lento.

Enzimas comerciais foram utilizadas para converter o bagaco da cana-de-
acucar a agucares fermentaveis. A hidrdlise enzimatica de materiais celuldsicos, por
enzimas celulase é a abordagem mais promissora para obter altos rendimentos de
produtos para o sucesso econdmico (HERNANDEZ-SALAS et al., 2009).

2.6. FERMENTACAO

A fermentacdo da glicose ja € um processo completamente instituido. Nao ha
microrganismo mais adequado do que a Saccharomyces cerevisiae, levedura que ja foi
extensivamente utilizada em fermentacdo industrial, sobrevindo de um processo de
selecdo natural, demonstrando 6timos desempenhos em relacdo a transformacao de
glicose a etanol e produtividade alcodlica. Desde que os impactos negativos dos
inibidores sejam controlados, a fermentacdo acontece sem maiores problemas
(TALEBNIA et al., 2010).

Quanto ao processo fermentativo, sabe-se que atinge a estabilidade apds 48 h,
as condicOes ideais de temperatura sdo de 30 °C a 40 °C e o pH do meio de 4,8 - 5,0
(HENDRIKS e ZEEMAN et al., 2009).
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OBJETIVOS

Geral
Avaliar e otimizar condi¢des de pré-tratamentos quimicos para a producdo de
bioetanol combustivel a partir do bagaco da cana-de-aclcar, sob condi¢des acidas e

alcalinas, com o uso de radiacdo de micro-ondas.

Especificos

-Quantificar os teores de celulose, hemicelulose, lignina e extraiveis no
material bruto;

-Verificar a atuacdo do hidroxido de amdnio em determinada concentracéo,
especificamente, sobre o teor de celulose;

-Avaliar a atuacdo do 4&cido cloridrico em determinada concentracao,
especificamente, sobre o teor de celulose;

- Quantificar o teor de acucares redutores totais produzidos na hidrolise
enzimatica e o rendimento de etanol obtidos pelo melhor pré-tratamento quimicos

associado a radiacdo de micro-ondas.
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ASSOCIACAO DE PRE-TRATAMENTOS QUIMICOS E RADIACAO DE MICRO-
ONDAS NA PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DO
BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR

Resumo: A pesquisa por fontes energeticas renovaveis ganhou forga,
atualmente crescem os problemas ligados a emissdo de CO, e também surge demanda
por combustiveis que ndo agridam o meio ambiente. Neste contexto, surgem o0s
combustiveis renovaveis que se tornam a grande esperanca para a diminuicdo da
dependéncia do petroleo, dentre os quais, encontra-se o etanol de segunda geracéo.
Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar e otimizar as condigcdes de pre-
tratamentos quimicos para a producao de bioetanol combustivel a partir do bagaco da
cana-de-acgucar, sob condicdes acidas e alcalinas, com o uso de radiacdo de micro-
ondas. Dentre os experimentos alcalinos, o experimento 14 exibiu menores teores de
extraiveis, lignina e principalmente de hemicelulose, alterou de forma positiva a
composicdo quimica da biomassa, elevando o teor de celulose presente para 38,3%. O
teor de aclcar redutor total foi de 0,887g L™ e o rendimento de etanol foi de 64,3%. O
pré-tratamento alcalino combinado com micro-ondas foi a técnica mais eficiente dentre
0s trés processos de pré-tratamento quimico associado a radiacdo de micro-ondas

avaliados.

Palavras-chave: combustivel; energia; bioetanol.
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Abstract: The search for renewable energy sources has gained strength because
of currently growing problems related to CO2 emissions and a demand for fuels that do
not harm the environment. In this context, renewable fuels arise that become a great
hope to reduce oil dependency, among which is the second-generation ethanol. Thus,
the objective of this study was to evaluate and optimize the conditions of chemical
pretreatments for the production of fuel ethanol from cane sugar bagasse under acidic
and alkaline conditions, with the use of microwave radiation. Among the alkali
experiments, the experiment 14 showed lower levels of extractables, lignin and
hemicellulose mainly, changed positively the chemical composition of biomass,
bringing the present cellulose content to 38.3%. The total reducing sugar content was
0,887g L™ and the ethanol yield was 64.3%. The alkaline pretreatment combined with
microwave technique was the most efficient of the three chemical pre-treatment

processes associated with radiation of evaluated microwave.

Key-words: fuel; energy; bioethanol.
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1. INTRODUCAO

O esgotamento inevitdvel de combustiveis fosseis, 0 aumento no preco do
petréleo, as crescentes preocupacdes sobre as emissdes de gases de efeito estufa e o
aquecimento global tém resultado em interesse mundial de substituir os combustiveis
fosseis por fontes alternativas de energia (DEMIRBAS, 2011). Além disso, a producédo
de bioetanol pode reduzir a importacdo de petroleo, ampliando a soberania do Brasil,
um pais dependente (BALAT, 2009). Destaque, o interesse em fontes de combustiveis
renovaveis continua a crescer dentro da industria, o que requer o fomento de pesquisas
em comunidades académicas (ZHAO et al., 2011).

O Brasil, em 2014, produziu aproximadamente 659 milhdes de toneladas de
cana-de-agucar e 187 milhdes de toneladas de bagaco, um residuo solido resultante da
extracdo do suco (CONAB, 2014). Uma parte desse material foi queimado por geracéo
de eletricidade e o restante ndo tiveram uso direto. Considerando o alto teor de
carboidratos, o bagaco é matéria-prima em destaque para a fabricacdo de etanol
celulésico (KARP et al., 2013). Varios outros residuos agricolas, como palha de arroz,
ou de milho podem ser reaproveitados para a producdo de etanol e demais produtos
quimicos (BOONMANUMSIN et al., 2012).

Esta € uma das maneiras mais promissoras de utilizar a biomassa
lignoceluldsica, na conversdo de glicanos de aglcares fermentaveis para producdo de
biocombustiveis (etanol, biodiesel, etc) e produtos de base bioldgica (butanol, glicerol,
1,3-propanodiol, etc). No entanto, a recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica a
enzima, como a interacdo entre a celulose e hemicelulose e o grau de lignificacdo
necessita de um processo de pré-tratamento para aumentar a sua digestibilidade
enzimatica (ALVIRA, 2010).

Portanto, 0 maior entrave na producdo de etanol a partir de material
lignocelulésico é caracterizado pela recalcitrancia da biomassa na natureza onde
hemicelulose e celulose sdo densamente embaladas por camadas de lignina. Isso resulta

na dificuldade de hidrélise enzimatica e a baixa conversdo de biomassa lignocelulésica
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para acucares fermentéveis. Por isso, variedade de métodos de pré-tratamento estdo
sendo desenvolvidos, a fim de melhorar a taxa de hidrélise enziméatica e otimizar o
rendimento de acucares fermentaveis por meio da celulose e hemicelulose (KUMAR et
al., 2009; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; CHEN e LIN, 2010).

Os principais objetivos destes processos de pré-tratamento sdo a remoc¢do da
lignina e hemicelulose, reducéo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade
do material, a fim de isolar a celulose no intuito de torna-la mais acessivel e apta a
hidrélise enzimatica, fornecendo elevado rendimento de aglcares fermentaveis (PENG
et al., 2013).

A remocdo da lignina se d& por meio do pré-tratamento alcalino que viabiliza a
quebra da estrutura rigida dos lignocelulosicos (AITA et al., 2011). O pre-tratamento
acido é capaz de hidrolisar a celulose e hemicelulose, enquanto o aguecimento por
micro-ondas aprimora a eficiéncia desses processos (CARDONA et al., 2010;
BOONMANUMSIN et al., 2012).

Deste modo, este trabalho tem como objetivo investigar o efeito do pré-
tratamento com alcalis e acido combinado com radiacdo de micro-ondas sobre a
composicdo do bagaco da cana para maximizar os processos de hidrdlise enzimatica,

fermentacao e rendimentos de etanol.

2. MATERIAL E METODOS

O material lignocelulésico utilizado neste trabalho foi o bagaco da cana-de-
acucar disponibilizado por uma usina da regido do sudoeste do Estado de Goids em
julho de 2013.

No Laboratorio de Quimica Tecnoldgica, do IF Goiano — Campus Rio Verde,
foi realizada a lavagem em agua corrente para remover quaisquer sujidades, a secagem
em estufa com circulacao forcada de ar, a trituracdo do material até a obtencdo de um pé
homogéneo e o0 armazenamento em pote plastico hermeticamente fechado, sob
refrigeracdo, até o seu uso.

Antes de iniciar a etapa de pré-tratamento, foi elaborado um planejamento

fatorial em dois niveis e com quatro variaveis conforme indicado na Tabela 1.
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Tabela 1: Planejamento fatorial do pré-tratamento quimico alcalino e &cido associado a
radiacdo de micro-ondas.

Experimento Concentragéo Razdo Liquido- Tempo de Poténcia
(0,5 —5%) Solido Irradiacdo M.O.
(10:1 — 50:1) (10 — 60min) (10 — 20%)
Bruto - - - -
Controle - 250 60 20
(M.O+H,0)
1 0,5 50 10 10
2 5 50 10 10
3 0,5 250 10 10
4 5 250 10 10
5 0,5 50 60 10
6 5 50 60 10
7 0,5 250 60 10
8 5 250 60 10
9 0,5 50 10 20
10 5 50 10 20
11 0,5 250 10 20
12 5 250 10 20
13 0,5 50 60 20
14 5 50 60 20
15 0,5 250 60 20
16 5 250 60 20

2.1. Pré-tratamento alcalino

As amostras do po lignoceluldsico foram submetidas a concentracéo de 0,5 e
5% (m/v) de hidroxido de amoénio, em razdes de 10:1 e 50:1 entre a solucao alcalina e o
po lignoceluldsico e submetidas a poténcias de radiacdo de micro-ondas de 10% e 20%

com duracéo de 10 e 60 minutos.

2.2. Pré-tratamento &cido

As amostras do pd lignoceluldsico foram submetidas a concentracéo de 0,5 e
5% (m/v) do &cido cloridrico, razdes de 10:1 e 50:1 entre a solucdo acida e o pd
lignoceluldsico e submetidas a poténcias de radiacdo de micro-ondas de 10% e 20%

com duracéo de 10 e 60 minutos.

2.3. Pré-tratamento duplo (alcalino seguido de &cido)
Foi selecionada a melhor condicdo alcalina e acida obtida para o pré-
tratamento duplo. Assim, o bagaco da cana-de-agucar foi submetido ao tratamento

alcalino e, posteriormente, ao &cido, sempre sob radia¢do de micro-ondas.
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Apobs o pré-tratamento duplo, todas as amostras foram filtradas e os residuos
solidos foram separados para a determinacéo da sua composicao.

Todas as experiéncias foram realizadas em duplicata. Os resultados
apresentados sdo os valores médios e 0s respectivos desvio padrao.

2.4. Determinacdo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina e extraiveis

Foram realizados em duplicata todos os experimentos da caracterizacdo do
bagaco da cana, definindo assim a quantidade de extraiveis, hemicelulose, lignina e
celulose presente no material bruto sem nenhum tipo de tratamento, no material tratado
apenas com agua e micro-ondas (controle), nos materiais pré-tratados com hidréxido de
amonio, naqueles tratados com acido cloridrico combinado com micro-ondas e o
material submetido ao pré-tratamento duplo (alcalino seguido de acido).

As determinacOes dos respectivos teores foram feitas conforme descrito por Li
et al. (2004) e Lin et al. (2010).

2.5. Hidrdlise enzimética

Os pré-tratamentos que apresentaram o0s maiores rendimentos de celulose
foram submetidos a hidrdlise enzimatica.O processo de hidrolise enzimatica foi
realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 2 g do material lignoceluldsico,
100 mL de tampéo citrato de sddio e um coquetel enzimatico com 10 FPU/g da enzima
comercial celulase e suplementacao de B-glicosidase (0,3% m/v), sob agitacdo constante
a 150 rpm e 50 °C. A hidrdlise foi acompanhada diariamente durante trés dias, nos
intervalos de 0, 1, 6, 12, 24, 48 e 72 horas, respectivamente, até a sua estabilizacdo. E,
os teores de acUcares redutores totais foram quantificados pelo método do DNS
(MILLER, 1959; GHOSE, 1987).

2.6. Fermentacao

Apos trés dias, quando o processo de hidrolise estabilizou, foi inoculada a
levedura Saccharomyces cerevisiae YPO4 seca em propor¢do de 2% (m/v). As
condicBes de fermentacdo foram 35 °C por 48 h, em estufa. Novamente, foram
realizadas leituras de agUcares redutores totais para acompanhar 0 consumo e conversao
de glicose (SANTOS et al., 2010). O método do dicromato &cido foi utilizado para a
avaliacdo do rendimento de etanol lignocelulésico produzido (SALIK e POVH, 1993).



2.7. Andlise Estatistica

Submeteram-se os resultados do pré-tratamento a andlise de variancias e as

medias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia estatistica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito dos Pré-tratamentos Quimicos Associados a Radiacdo de

Micro-Ondas sobre o Bagago de Cana-de-agucar.

Através do referido planejamento fatorial, foram obtidos os resultados dos

componentes dos materiais lignocelulésicos que podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo dos resultados obtidos apds caracterizagdo do

material.
Experimentos Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Bruto 7,4+0,2 32,3+1,36 40,7 +0,3 196+1,4
Controle(M.O+H,0) 3,8+0,0 42,9+0,0 33,5+0,2 19,8 +0,2
1-Alcalino 3,6+0,2 45,7+0,3 36,1+1,3 146+12
2- Alcalino 1,3+0,1 354+04 38,4+0,5 249+0,0
3- Alcalino 3,6+0,2 45,7+0,9 34,6 £0,3 16,2+0,4
4- Alcalino 1,5+0,0 36,9+0,1 44,0+0,0 17,7+0,1
5- Alcalino 17,7+0,6 38,2+0,8 394+24 47+11
6- Alcalino 2,2+0,1 34,2+0,1 43,2+0,2 20,4+0,4
7- Alcalino 1,9+0,0 442 +238 48,2+1,6 56+43
8- Alcalino 25%0,2 345+0,2 42,8 £0,7 20,1 0,7
9- Alcalino 1401 38,1+0,6 42,6 +1,8 18,0+2,3
10- Alcalino 1,5+0,0 34,3+0,6 42,8 0,6 214+12
11- Alcalino 25%0,1 389+10 50,511 81+20
12- Alcalino 0,3+0,1 37,5+£0,6 38,5+0,3 23,7+0,3
13- Alcalino 3,6+0,0 41,1+11 53,7 £4,7 21+29
14- Alcalino 6,8+0,0 16,2+0,1 38,6 £0,3 38,3+0,2
15- Alcalino 3,9+0,2 32,7+0,8 52,7+0,5 10,7+0,2
16- Alcalino 0,7+0,1 19,9+0,2 40,3+0,1 36,0£0,2
1-Acido 1,701 40,2 +£0,2 49,1+0,1 9,0+0,2
2- Acido 3,5+0,0 43,5+0,6 439+0,1 9,1+0,7
3- Acido 28+0,1 37,0+0,3 454 +0,1 149+0,3
4- Acido 6,7+0,0 43,8 +0,2 475+0,2 2004
5- Acido 7,1+£0,0 435+0,0 449+0,1 46+0,0
6- Acido 2,1+0,1 352+0,4 453 +0,5 17,4+1,0
7- Acido 6,4+0,1 424+1,0 46,0 +0,6 51+0,3
8- Acido 1,8+0,1 40,4 £0,7 48,4 0,2 9,4+0,7
9- Acido 2,0+0,0 35,7+£0,2 46,4 0,1 159+0,3
10- Acido 25%0,1 34,2 #0,2 43,8+0,5 19,5+0,2
11- Acido 29+0,1 41,2+0,1 42,1 +0,4 139+0,2
12- Acido 29+0,0 33,3%£0,2 38,6 £0,6 25,1+0,8
13- Acido 10,8 +£0,0 40,2 +0,6 39,9+0,3 9,1+0,9
14- Acido 0,7+0,1 429+0,1 36,3+04 20,1+£0,3
15- Acido 6,3+0,1 37,3+£0,6 51,4+0,5 49+04
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16- Acido

41,1+0,1

352+04

23,0+0,3

Trat. Duplo

35,0+0,2

43,1+0/4

21,0+0,3

Analisando a tabela 2, observa-se que o material bruto contém em sua
composicdo 7,4% de extraiveis, 32,2% de hemicelulose, 40,7% de lignina e 19,6% de
celulose.

Os valores obtidos na andlise estdo dentro da faixa de valores encontrados na
literatura. Pelo fato de a constituicdo final de cada planta sofrer varios tipos de
influéncia - como, por exemplo, as variedades da cana-de-acUcar, clima (temperatura,
umidade), infeccdo e pragas, constituicdo do solo, métodos de plantio, época de colheita
e outros - as plantas de mesma espécie apresentam composicdes diferentes
(CORRALES et al., 2012). Isto faz com que, normalmente, ndo se encontre valores
fixos para cada analise, mas sim uma faixa de valores.

Ao realizar analise estatistica dos resultados obtidos de todos 0s experimentos
observaram as médias gerais e efeitos primarios da mudanca de cada variavel, como

demonstrado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Médias Gerais e Efeitos Primarios sobre os constituintes do Bagaco da Cana-de-
acucar submetidos ao Pré-tratamento Alcalino e Radia¢do de micro-ondas.

Variaveis Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Médias Gerais 3,4% 35,8% 42,9% 17,7%
Concentracéo (0,5 — 5%) 2,6% 9,4% 3,6% -15,3%
Razdo L/S (10:1 - 50:1) 2,7% -0,9% -2,1% 0,8%
Tempo (10 — 60 min) -2,9% 6,4% -3,9% 0,8%
Poténcia (10 — 20%) 1,7% -7,0% -4,1% -4,3%

Para os extraiveis, foi obtido o valor médio geral de 3,4% como pode se
observar na Tabela 3, 0 que € menor do que o teor no bagaco de cana-de-agUcar bruto
(7,4%) Tabela 2. Tal reducéo do teor indica que o pré-tratamento alcalino com radiacao
de micro-ondas atua sobre os extraiveis, reduzindo o seu teor relativo. Ainda, pode-se
presumir que isto se deva a solubilizacdo dos constituintes na dgua e ao efeito da
radiacdo de micro-ondas, pois no controle, em que foi usado somente 4gua e radiacdo de
micro-ondas, o teor de extraiveis atingiu cerca de 3,8% (Tabela 2), muito préximo ao

valor médio obtido pela associagdo entre solucdo alcalina e radiagdo de micro-ondas.
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Na Tabela 3, observa-se que os efeitos da concentragdo dos &lcalis, da razéo
Liquido/ Soélido e da poténcia da radiagdo de micro-ondas foram todos positivos,
conduzindo a reducdo do teor de extraiveis no bagaco, o que significa que os demais
constituintes foram afetados em menor grau. J& para o tempo de irradiagdo, ocorreu um
efeito inverso, de modo que o aumento do tempo do pré-tratamento com radiacdo de
micro-ondas levou ao aumento do teor de extraiveis, significando que os demais
constituintes foram mais afetados, elevando o teor relativo de extraiveis.

As quatro variaveis apresentaram efeitos de magnitude semelhante sobre o teor
de extraiveis, ndo sendo possivel indicar a varidvel predominante.

Para a hemicelulose do material pré-tratado, pode-se observar valores que
variaram de 16,2% + 0,1 no experimento 14; ate 45,7% £ 0,3 e 45,7% % 0,9 nos pré-
tratamentos 1 e 3, respectivamente (Tabela 2). Foi obtido o valor médio geral de 35,8%
(Tabela 3), que é maior do que o teor no bagaco de cana-de-acUcar bruto (32,3%),
ocorrendo a diminui¢cdo dos outros componentes, tornando a quantidade relativa de
hemicelulose maior. J& o experimento 14 demonstrado na Tabela 2, apresentou teores de
hemicelulose de 16,2%, sendo o menor resultado obtido, diminuindo consideravelmente
a quantidade de pentoses no material lignoceluldsico, destacando-se como Otimas
condicdes para a retirada de hemicelulose.

Percebe-se que a concentracdo do alcali e do tempo de radiacdo remove a
hemicelulose, preservando os demais constituintes, conduzindo a menores teores de
hemicelulose. Quanto a razdo liquido-solido e poténcia do micro-ondas, a sua mudanca
produziu elevacdo dos teores de hemicelulose, o que indica efeito mais pronunciado
sobre os demais constituintes do bagaco de cana-de-acUcar.

Quanto a lignina, a mesma apresentou o teor médio de 42,9% nos materiais
pré-tratados, ligeiramente acima do valor médio do material bruto (40,7 + 0,3). Nota-se
a extracdo mais efetiva quando utilizados pré-tratamentos com maior concentracao de
hidroxido de aménio (5%); porém guando se aumenta a razédo liquido/sélido, o tempo e
a poténcia de radiacdo do micro-ondas ha o decréscimo na extracdo, conforme ilustrado
na Tabela 3, provavelmente por maior remoc¢do dos outros constituintes, promovendo a
elevacdo do teor relativo de lignina.

O valor médio encontrado para a celulose foi de 17,7%, com a varia¢do entre
2,1% no experimento 13 até 38,3% no experimento 14. Quando comparado ao material
bruto (19,6 = 1,4), o experimento 14 supera a quantidade de celulose obtida na biomassa

em quase o dobro, mostrando no geral, o qudo eficiente é o pré-tratamento alcalino
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auxiliado por micro-ondas na manutencdo da celulose na biomassa (Tabela 2). Ao
elevar a razdo liquido/sélido e o tempo da radiacdo de micro-ondas, observa-se o
decréscimo da celulose na biomassa, porém quando variado a concentracéo e a poténcia
ha o aumento de 15,3% e 4,3% da celulose, respectivamente, demonstrando que é viavel
a elevacdo da concentracdo do hidréxido de amdnio e da poténcia da radiacdo de micro-
ondas para a preservacao de celulose.

Com essa analise fatorial, as melhores condic6es verificadas para a obtencédo de
material lignocelulésico com alto teor de celulose consistem em concentragdo alcalina
alta (5%), razdo liquido-sélido baixa (10:1), tempo de irradiacdo alto (60 minutos) e
poténcia de micro-ondas alta (20%), indicado pelo experimento 14, na Tabela 2.

O pré-tratamento com micro-ondas apresenta resultados positivos na
composicao da biomassa, principalmente quando € associado a substancias quimicas. A
utilizagdo de solugdes alcalinas tem mais efeito sobre os componentes de lignina,
enquanto a celulose e hemicelulose permanecem intactas. Contudo, aqueles que utilizam
solucgdes acidas tendem a hidrolisar as fragdes da hemicelulose, enquanto deixam as
porcdes de celulose e lignina intactas no solido residual (HU e WEN, 2008;
KESHWANI, 2009).

A chave para o pré-tratamento é encontrar as condi¢fes adequadas de processo
que irdo remover a maior parte da lignina, preservando os aclcares (KESHWANI e
CHENG, 2009). Keshwani e Cheng (2009) usaram aquecimento por micro-ondas com
2% de NaOH durante 10 minutos ao nivel de poténcia 250W para pré-tratar um tipo
especifico de graminea conhecida como “switchgrass” e observaram a remocao de 68%
da lignina, mantendo 82% de celulose. Da mesma forma, o pré-tratamento de graminea
usando micro-ondas ao nivel de poténcia de 250W com NaOH a 1% durante 10 min
removeu quase 65% da lignina e manteve 87% da celulose.

Corroborando com a constatacdo da eficiéncia do pré-tratamento com micro-
ondas, Zhu et al. (2006) também relataram que o pré-tratamento alcalino combinado
com micro-ondas da palha de trigo removeu mais lignina e hemicelulose a partir da
biomassa, em menor tempo do que o pré-tratamento alcalino por aquecimento
convencional.

Gupta et al. (2011) estudaram e avaliaram métodos de pré-tratamento que
utilizam produtos quimicos diferentes e observaram que independente do substrato

(sabugo de milho, Prosopis juliflora e Lantana camara) a quantidade maxima de
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deslignificacdo foi de cerca de 80-90% usando 4% (m / v) de clorito de sédio a 121° C
durante 30 min.

Estudos sobre L. camara usando Sulfito de sodio a 20% a 140° C durante 45
minutos por Kuhad et al. (2010) relataram 77% de deslignificagdo. Quando tratado com
clorito de sodio a temperatura ambiente, foi capaz de atingir 34% de deslignificag&o.
Ainda em outra pesquisa realizada por Naseeruddin et al. (2013), o tratamento de
Prosopis juliflora com sulfito de sodio a 4% removeu 74,70 + 2,66% de lignina a
temperatura ambiente ap6s 18 h.

No que se refere ao pré-tratamento acido, tal como no pré-tratamento alcalino,
os valores de extraiveis obtidos denotam maior eficiéncia deste pre-tratamento em
relacdo ao material bruto. Por meio do pré-tratamento acido se obteve o valor médio
geral de extraiveis de 3,8% (Tabela 4), menor do que o teor no bagaco da cana-de-
acucar bruto (7,4%).

Tabela 4: Médias Gerais e Efeitos Primarios sobre os constituintes do Bagago da Cana-de-
acucar submetidos ao Pré-tratamento Acido e Radiacdo de micro-ondas.
* valor ndo significativo

Variaveis Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Médias Gerais 3,8% 39,4% 44% 13,4%
Concentracéo (0,5 — 5%) 2,3% 0,3% 3,2% -7,5%
Razdo L/S (10:1 - 50:1) -0,0%* -0,1%* -0,6% -0,7%
Tempo (10 — 60 min) -1,3% -1,7% 1,7% 0,4%
Poténcia (10 — 20 %) 0,3% 2,5% 4,5% -9,0%

Tal reducdo do teor indica que a radiacdo de micro-ondas atua sobre os
extraiveis, reduzindo o seu teor relativo, pois no controle, em que foi usada somente
agua e radiacdo de micro-ondas, o teor de extraiveis também atingiu cerca de 3,8%,
idéntico ao valor médio obtido pela associacao entre solucdo &cida e radiacdo de micro-
ondas.

Os efeitos da concentracao do acido e da poténcia da radiacdo de micro-ondas
foram todos positivos, conduzindo a reducdo do teor de extraiveis no bagaco, o que
significa que os demais constituintes foram afetados em menor grau. Quanto ao tempo,
ocorreu efeito inverso, de modo que 0 aumento do tempo do pré-tratamento levou ao

aumento do teor de extraiveis, o que significa que os demais constituintes foram mais
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afetados. Ja a variacdo da razdo liquido/sélido ndo promoveu qualquer alteragdo sobre o
teor relativo dos extraiveis.

O principal objetivo do pré-tratamento com acidos diluidos é o de solubiliza¢éo
da hemicelulose, que apresenta estrutura ligeiramente amorfa e ramificada resistente a
hidrélise (ALVIRA et al., 2010; TAHERZADEH e KARIMI, 2008).

Quanto aos teores de hemicelulose no pré-tratamento acido, a média geral foi
de 39,4%, indicando que houve maior extracdo dos outros constituintes da biomassa em
relacio ao material bruto (teor de hemicelulose de 32,3%). Na Tabela 2, pode-se
observar que nos dezesseis experimentos acidos realizados, todos revelaram teores
relativos de hemicelulose maiores do que o material bruto, variando de 33,3% % 0,2 no
experimento 12 até 43,8% + 0,2 (experimento 4). Com isso constatou-se que ocorreu a
diminuicdo dréastica de algum ou alguns dos outros componentes, tornando a quantidade
de hemicelulose maior.

Pode ser observado que, ao elevar a concentracao do acido (de 0,5 para 5%) e a
poténcia da irradiacdo do micro-ondas, obteve-se 0 acréscimo na extracdo de
hemicelulose, mas as variagdes em relacdo a razdo liquido/solido séo praticamente
neutras e a elevacao do tempo ndo é favoravel para a retirada de hemicelulose.

Com o teor médio de 44%, e variacOes entre 34,2% no experimento 16 até
51,4% no experimento 15, nota-se que os teores de lignina sdo fracamente afetados
pelos pre-tratamentos acidos associados com radiacdo de micro-ondas.

Quanto a lignina, eleva-se consideravelmente sua extracdo quando se altera a
poténcia de radiacdo do micro-ondas de 10% para 20% e da concentracdo do acido
cloridrico de 0,5% para 5%. Ocorrem pequenos acréscimos de extracdes com a elevagéo
do tempo da radiacdo de micro-ondas. Quanto a razao liquido/sélido, a medida que se
aumenta de 10:1 para 50:1 ha o decréscimo na extracao (-0,6%), conforme ilustrado na
Tabela 4.

A celulose apresentou o teor médio de 13,4% nos materiais submetidos ao pré-
tratamento acido com radiacdo de micro-ondas, o que indica uma reducdo do mesmo em
relacdo ao material bruto (19,6%).

Quando se varia a razdo liquido/solido de 10:1 para 50:1 ocorre 0 aumento de
0,7 p.p. da celulose na biomassa, 0 que ocorre também com a variagdo da concentragdo
do &cido cloridrico de 0,5% para 5% que apresenta a elevagéo de 7,5 p.p. de celulose na
biomassa. A elevacdo da poténcia de radiacdo no micro-ondas permite incrementos de

9,0 p.p. no teor de celulose, indicando que outros constituintes sdo afetados,
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preservando a celulose, 0 que é um aspecto muito importante, porém ao mudar o tempo
de irradiagdo de 10 minutos para 60 minutos ha a perda de 0,4 p.p. da celulose.

Conclui-se, portanto, que a condicdo ideal de pré-tratamento acido associado a
radiacdo de micro-ondas consiste em concentracdo do &cido cloridrico elevada (5%), da
razdo liquido/solido de 50:1, poténcia da radiacdo de micro-ondas alta (20%), mas com
tempo de irradiagdo reduzido (10 minutos). O qual corresponde as condigdes
assinaladas é o pré-tratamento 12 4cido, que foi justamente 0 que mais se destacou, com
um teor de 25,1% de celulose.

Enquanto no presente trabalho a alta concentragdo do &cido cloridrico contribui
para 0 melhor desempenho do processo de pré-tratamento; um estudo realizado por
Silva et al. (2010) que utiliza baixas concentra¢des do 4cido fosforico resultou em maior
desempenho do pré-tratamento, denotando comportamentos divergentes para cada tipo
de acido.

O preé-tratamento com &cido fosforico de 0,20% a 186 °C e 8 min foi
comparado com outros pré-tratamentos de bagaco da cana realizado no mesmo reator. O
método foi realizado com os resultados obtidos em dois estudos distintos: (i) um
processo catalisado por acido com &cido sulfdrico diluido e outro por acido acético
(ROCHA et al., 2011), e (ii) um pré-tratamento hidrotérmico (SILVA et al., 2010).

Comparando este trabalho de pré-tratamento com acido fosforico com o pre-
tratamento hidrotérmico realizado por Silva et al. (2010), conclui-se que 0 uso de baixa
concentracdo de acido fosforico como catalisador no pré-tratamento do bagaco da cana
€ muito mais eficaz na remocdo de hemicelulose, enquanto ocorre menor remogéo de
celulose e lignina. Com relacdo aos resultados obtidos através do pré-tratamento com
acido sulfurico e acido acético (ROCHA et al., 2011), em uma amostra o0 uso de acido
fosférico com concentracdo muito menor possui capacidade ligeiramente maior de
solubilizar a hemicelulose, com a vantagem de ser fonte de fosforo para a subsequente
fermentacdo do hidrolisado.

Wei et al. (1996) também discutiu o potencial do uso de acido fosforico sobre a
descristalizacdo e dissolucdo da celulose. A maior quantidade do rendimento total de
acucares monomericos, 62,28 g / 100 g de biomassa, a partir do pré-tratamento de
H3PO, contém o maximo de glicose, xilose e os rendimentos de arabinose de 41,05,
18,69, e 2,53 g de biomassa, respectivamente.

Gamez et al. (2006), também utilizou o acido fosforico (4%) para hidrolisar o

bagaco da cana-de-agucar por 300 minutos e obter rendimentos maximos de agucar de
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(34,7 g / 100 g de biomassa. Vazquez et al. (2007) utilizaram a palha de sorgo
hidrolisado por meio de &cido fosforico a 6% a 134 °C para 300 minutos a fim de se
obter o rendimento de aglcar de 8 g/ L.

Diante do exposto, o planejamento fatorial realizado, revela que os pré-
tratamentos que obtiveram maior teor percentual de celulose foram os experimentos 14
alcalino e 12 &cido, sendo que as condigdes experimentais para 0os mesmos foram:
concentracdo de hidréxido de aménio a 5%, razdo liquido/sélido 10:1, poténcia do
micro-ondas ajustada para 20% e tempo de radiagdo em 60 minutos e concentragdo do
acido cloridrico a 5%, razdo liquido/solido 50:1, poténcia do micro-ondas ajustada para
20% e tempo de radiagdo em 10 minutos, respectivamente. A partir de tais descobertas,
executou-se outra forma de pré-tratamento, conjugando o pré-tratamento alcalino nas
condicdes do experimento 14, seguido de pre-tratamento acido, conforme as condicdes
do experimento 12, que se denomina de pré-tratamento duplo.

Os resultados do pré-tratamento duplo, observados na Tabela 2, revelam-se
eficaz para retirar extraiveis da biomassa, porém os teores de lignina e hemicelulose na
biomassa aumentam. Obtendo o teor de celulose de 21%, relativamente baixo quando
comparado ao experimento 14 alcalino e o 12 acido.

Apos o estudo de caracterizacdo do material e levando em consideracdo 0s
resultados obtidos, pode-se destacar o pré-tratamento alcalino, dentre os pré-tratamentos
aplicados foi o que obteve a maior quantidade de celulose evidenciada, sendo maior do
que o encontrado no material bruto, e que teoricamente aumentard o rendimento da
conversao de celulose em aclcares fermentdveis e possivelmente em maior
produtividade de etanol. Segundo Perego e Bianchi (2010) a digestibilidade enzimatica
da celulose na biomassa sem pré-tratamento é baixa (<20% de rendimento) por causa
das suas caracteristicas estruturais. Com isso para tornar a hidrélise enzimatica mais
eficaz, deve-se fazer algum tipo de processo de pré-tratamento para quebrar a estrutura
cristalina do material lignocelulésico e remover a lignina para expor celulose e
hemicelulose.

Apos a analise de todos os resultados encontrados, o experimento 14 alcalino
destacou-se, principalmente quanto aos teores de celulose obtidos (38,3% % 0,2), a
diminuicdo de gorduras no material (6,8% £ 0,0), a deslignificacdo da lignina na
biomassa (38,6% = 0,3) e da hemicelulose (16,2% + 0,1), favorecendo a quebra do
material lignoceluldsico, evidenciando a seletividade do pré-tratamento alcalino

associado a radiacdo de micro-ondas na deslignificagdo do material lignoceluldsico.
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3.2. Hidrdlise enzimética e rendimento de etanol

- Teores de Acglcares Redutores Totais e Atividade Enzimética da Celulase

Foi feita a curva de calibracdo da glicose e foi encontrada a equacao
glicose (g L™) = 0,1488 absorbancia, com o R? = 0,9949. Com os resultados de
absorbancias das solucbes padrdo, foi construido um gréfico de absorbancia em funcao
da massa de glicose e se obteve a equagdo usada para encontrar a massa de glicose
liberada em 60 minutos.

Para a enzima celulase comercial, foi encontrada a atividade enzimatica igual a
27,5 FPU mL™, a qual foi utilizada para os calculos dos teores enzimatico necessarios
para as etapas de hidrélise.

Para a enzima B-glicosidase ndo foi feita a determinacéo de FPU, pois segundo
instrugdes do fabricante, para a mistura com a celulase basta adicionar a razéo de 4%
v/v em relagdo a celulase.

As amostras submetidas ao processo de hidrolise enzimatica foram
monitoradas por trés dias, com coletas de amostras nos intervalos de 0,1, 6, 12, 24, 48 e

72 horas para quantificacao dos teores de glicose como se observa na Figura 1.
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Figura 1: Teores de glicose (g L™) produzidos pela hidrélise enzimatica do bagago da cana.
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Observou-se que nas primeiras 24 horas as enzimas conseguiram obter quase o
maximo de agucares possiveis e a quantidade maxima liberada de glicose foi obtida em
48 horas, que chegou a 0,379 g L™ no material bruto; 0,464 g L™ no controle;
0,509 g L™ no pré-tratamento duplo; 0,529 g L™ no pré-tratado com écido cloridrico;
0,887 g L™ no pré-tratado com hidréxido de aménio (conforme Figura 1). Tais dados
nos revelam que o pré-tratamento alcalino auxiliado pelo micro-ondas foi o mais
exitoso, obtendo mais que o dobro da quantidade de acucares presentes no material
bruto, proporcionando maior liberacdo de carboidratos durante a hidrélise enzimatica.
Provavelmente, o hidroxido de amdnio, sob a acdo de micro-ondas, agiu sobre a fracao
hemicelulose das fibras do bagaco deixando-o0 mais acessivel ao processo enzimatico.

O pré-tratamento bruto obteve 0 menor desempenho, denotando a necessidade
de um pré-tratamento para que seja potencializada e disponibilizada a celulose presente.

A menor liberagdo de glicose nos demais pre-tratamentos pode ser atribuido ao
acesso limitado das enzimas aos polimeros de agucar, que dependem em grande parte da
alteracdo da estrutura da biomassa (CHEN et al., 2012).

Sendo que o pré-tratamento que revelou melhor desempenho foi o alcalino, a
sua primazia em relacdo ao demais decorre justamente da alteracdo da estrutura do
material.

Ressalta-se que todos os trés pré-tratamentos realizados produziram niveis de
glicose acima do material bruto e do controle. Estes resultados estdo de acordo com a
literatura revelando que o uso de substancias quimicas atua sobre as ligacdes internas da
hemicelulose e lignina (ARAQUE et al., 2008).

Chen et al. (2012) confirma os dados citados anteriormente, no qual a producao
de alcool da biomassa pré-tratada também atingiu seu apice em 48 h, sendo que os
melhores resultados referentes a glicose (4,2 g de glicose / 10 g da biomassa seca) e
rendimentos de etanol (2,1 g de etanol / 10 g da biomassa seca) foram obtidos com o
bagaco do sorgo tratado com amoniaco combinado com micro-ondas a 130 °C durante 1
h.

O éxito do pré-tratamento alcalino com hidroxido de aménio pode ser
explicado, conforme Kim et al. (2010), pela ligacdo C-O-C em lignina e outras ligacoes
éter e éster na matriz de carboidratos da lignina que sdo rompidas durante o tratamento.
A clivagem do complexo de carbonos-lignina pode resultar na formagdo de poros e
inchago da biomassa, aumentando assim a &rea de superficie, facilitando a
acessibilidade da enzima (MOSIER et al., 2005; KIM et al., 2010).
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Zhu et al. (2006) relataram a producéo de alcool de 3,1 g de etanol por 10 g de
palha de trigo seco, utilizando o NaOH combinado com micro-ondas como pré-
tratamento, evidenciando, a proficuidade do pré-tratamento alcalino.

Ao final da hidrélise enzimatica foi realizado o processo de fermentacdo para
posterior analise de etanol, cujos resultados estdo descritos na Tabela 5.

Para realizar analise do etanol, foi construido um grafico padrdo a partir de
concentracdes conhecidas de etanol que resultou na seguinte equagdo Absorbancia =
0,0075 x Etanol (g/ L) + 0,0071, com 0 Rz = 0,9962.

Tabela 5: Concentracdo de Etanol (g L) apds fermentacdo e avaliacdo em relacdo ao teor
maximo esperado.

Experimentos Etanol (g/L) Rendimento de etanol (%)
Bruto 0,19 9,7
Controle 0,85 42,1
T. Alcalino 2,52 64,3
T. Acido 1,31 50,9
T. Duplo 1,00 46,6

Observa-se que a concentracdo de etanol produzido esta diretamente
relacionada com a concentracdo de celulose disponibilizada nos materiais, como
mostrado na Tabela 2.

A partir destes dados laboratoriais realizados em pequena escala, projetou-se a
producdo em toneladas, no intuito de vislumbrar a viabilidade de utilizacdo deste
processo em escala industrial. Os resultados sdo 0s que seguem na Figura 2, na qual ha
a comparacao entre o valor tedrico maximo extraivel em relacdo ao efetivamente

alcancado.
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Figura 2: Comparacéo entre os valores obtidos e 0 maximo estimado de Etanol (L ton™
bagaco de cana-de-acucar).

Ressalta-se que o valor maximo extraivel se refere a projecdo teorica e que o
valor experimental do pré-tratamento alcalino apresentou excelente desempenho ao
alcancar 159,5 L, permitindo acessar cerca de 64% dos agUcares contidos no bagaco de
cana-de-agucar. Isto indica o impacto do pré-tratamento alcalino associado a radiagéo de
micro-ondas, aumentando o rendimento de etanol produzido de 9,7% para 64,3%.

Ao mesmo tempo, 0 uso da radiacdo de micro-ondas sobre o bagaco de cana-
de-acucar possibilita o acesso de cerca de 42% dos agucares, enquanto a sua associacao
com solucdo alcalino de hidréxido de amdnio eleva para 64% o rendimento de etanol
produzido.

Diante de todo exposto, percebe-se que o tratamento alcalino associado com
radiacdo de micro-ondas foi 0 que se destacou em todos 0S processos anteriores,
confirmando seu éxito de rendimento na produgdo de etanol, corroborando com os
resultados descritos na literatura.

Hu e Wen (2008) estudaram aquecimento por micro-ondas combinado com
pré-tratamento alcalino em gramineas, seguido por hidrdlise enzimatica e conseguiram

o0 rendimento de acUcar de 58,7 g/ 100 g de biomassa.
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Zhu et al. (2005) também usou a hidrélise enziméatica apds o pré-tratamento
alcalino da palha de arroz conjugado com micro-ondas e constatou que a maior
concentracdo de acucares redutores foi 34,9 g/ L.

Krishnan et al. (2010) relataram melhoria no rendimento da digestibilidade da
celulose e hemicelulose observados no bagaco de cana tratado quando comparado aos
controles. Ao tratar o bagaco da cana com hidréxido de aménio a 4%, obteve-se o teor
de 77% de celulose, resultado satisfatorio quando comparado com os 35% do pré-
tratado somente com &gua e 0s 18% da biomassa ndo tratada, apos 24 horas de hidrolise
a carga enzimatica de 30 FPU de Spezyme CP / g de glicose e 32 CBU de Novozyme
188 / g de glicose.

O bagaco tratado com amdnio atingiu 34 + 1,4 g de glicose / 100 g de biomassa
seca; enquanto ao final do processo de hidrélise realizado com agua tratada e biomassa
ndo tratada, se obteve, respectivamente, apenas 14 + 0,2 g e 0,9 g = 3 g. Neste trabalho
que compara o bagaco da cana-de-agUcar ndo tratado e tratado, observa-se que o pré-
tratamento do bagaco da cana com aménio diluido resulta em maiores rendimentos de
hidrolise (0,887 g/ L) e etanol (64,3%) quando comparado aos controles 0,464 g/ L e
42,1%, respectivamente, melhorando o acesso das enzimas nos teores de celulose e
hemicelulose (KRISHNAN et al., 2010).

A literatura corrobora a constatacdo de que o pré-tratamento com micro-ondas
aprimora os resultados obtidos. Em uma pesquisa feita por Dogaris et al. (2009) o
bagaco de sorgo foi tratado com agua combinado com micro-ondas, sob condicOes
diferentes de tempo e temperatura. Este experimento resultou em rendimento de 1% em
acucares redutores e o aumento de 15% na hidrolise do bagaco de sorgo. Quando
comparado com o bagaco nao tratado.

A superioridade do tratamento alcalino em relacdo ao &cido também pode ser
percebida quando comparado aos outros experimentos. Geddes et al. (2010) traz que o
bagaco de cana tratado por meio de explosdo a vapor com acido fosforico, resultou na

liberacdo de 30% de acUcares redutores.

4. CONCLUSOES

Constatam-se que as condi¢bes Otimas, para 0 pré-tratamento quimico
combinado com micro-ondas, do bagaco da cana-de-aclcar, foi com o hidroxido de
amoénio a 5%, razdo liquido/solido de 50 mL, tempo e poténcia de radiagdo de micro-

ondas de 60 minutos e 20%.
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Este exibiu menores teores de extraiveis, lignina e principalmente de
hemicelulose, alterou de forma positiva a composi¢do quimica da biomassa, elevando o
teor de celulose presente para 38,3%. O teor de accar redutor total foi de 0,887g L™ e o
rendimento de etanol foi de 64,3% em relacdo ao contetdo de celulose.

Por isso conclui-se que o pré-tratamento alcalino combinado com micro-ondas
é a técnica mais eficiente para o bagago da cana-de-agUcar, dentre os trés processos de
pré-tratamento quimico associados a radiacdo de micro-ondas avaliados.
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