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RESUMO

SILVA, TAIS LIMA DA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, agosto
de 2015. Uso da radiacdo de micro-ondas no pré-tratamento acido para producéo
de etanol lignoceluldsico de capim colonido (Panicum maximum).Orientador: Carlos
Frederico de Souza Castro. Coorientador: Edson Luiz Souchie.

A producdo de etanol de segunda geracdo baseia-se na conversdo da biomassa
lignocelulésica, contudo, observa-se um impedimento devido a sua estrutura, a presenca
da lignina, que dificulta o acesso das enzimas durante a hidrélise e fermentacdo. Diante
deste problema, algumas técnicas vém sendo desenvolvidas com o intuito de mitigar tais
obstaculos. O pré-tratamento com radiagdo de micro-ondas, quando combinado com
compostos alcalinos ou &cidos, tem sua eficacia maximizada. O uso de biomassa
lignocelulésica vem sendo considerado a principal alternativa para suprir a demanda
mundial de etanol, além de apresentar alta disponibilidade e baixo custo. Este estudo
tem como objetivo investigar a associacdo da radiagdo de micro-ondas com ataques
quimicos acidos, usando como matéria-prima Panicum maximum (capim colonido),
para a producdo de etanol lignocelulésico. O pré-tratamento acido associado a radiacao
de micro-ondas foi utilizado para aumentar a digestibilidade da hemicelulose, com o
propdsito de obter maior liberacdo de aglcares. O pré-tratamento quimico foi feito com
acido sulfarico em concentracdes de 0,5 e 5% m/v, com uma razdo liquido-sélido de
10:1 e 50:1, radiagdo no micro-ondas com poténcia de 10 e 20% e tempo de irradiacdo
de 10 e 60 minutos. As condigdes 6timas encontradas no estudo foram: concentracdo do
reagente de 0,5%; razdo liquido-sélido de 10:1; radiacdo no micro-ondas com poténcia

de 10 %; e tempo de irradiacdo de 10 minutos. O melhor tratamento foi caracterizado



morfologicamente pela Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para perceber as
alteragOes sofridas, foi feita hidrolise enziméatica com enzimas comerciais e, apds 72
horas, fermentado com Saccharomyces cerevisiae. Ao téermino da hidrolise, foram
obtidos 2,39 g L™ de aclcares redutores totais. Os resultados mostram que o pré-
tratamento quimico &cido é eficiente para o aumento do teor de celulose, porém, nao
houve deslignificacdo do material, resultando em um baixo rendimento na hidrolise
enzimatica (28% de conversdo), contudo, apresentou 70% a mais de conversdao quando
comparado com a hidrélise do material bruto (16,5% de conversdo). O pré-tratamento €
eficaz, sendo necessérios mais estudos para alcancar um processo 6timo de hidrélise no
capim colonido para considera-lo uma fonte alternativa de biomassa lignocelulésica

para producéo de etanol, para atender a demanda atual.

PALAVRAS-CHAVE: biomassa, acUcares, hidrélise, biocombustiveis.



ABSTRACT

The second generation of ethanol is based on the conversion of lignocellulosic biomass,
however, there is an impediment due to its structure, the presence of lignin, that
complicates the access of enzymes during hydrolysis and fermentation. Faced with this
problem, some techniques have been developed in order to mitigate these obstacles. The
pre-treatment with microwave radiation, when combined with alkali compounds or
acids, has a maximized effectiveness. The use of lignocellulosic biomass has been
considered the main alternative to meet the global demand for ethanol, in addition to
presenting high availability and low cost. This study aims to investigate the association
of microwave radiation with chemical attacks acids, using as raw material Panicum
maximum (Panicum maximum), for the production of lignocellulosic ethanol. The acid
pretreatment associated with microwave radiation was used to increase the digestibility
of hemicellulose to obtain a greater release of sugars. The chemical pre-treatment was
performed with sulfuric acid to 0.5 to 5% concentration w/v, with a liquid-solid ratio of
10:1 and 50:1, the radiation power at microwave 10% and 20%, and irradiation time 10
and 60 minutes. The optimum conditions found in the study were: 0.5% reactant
concentration; liquid-solid ratio of 10:1; microwave radiation with a power of 10%; and
10 minutes irradiation time. The best treatment was morphologically characterized by
Scanning Electron Microscopy (SEM). And to perceive changes occurred, it was made
an enzyme hydrolysis with commercial enzymes and after 72 hours fermented with
Saccharomyces cerevisiae. At the end of hydrolysis, there were obtained 2.39 g L™ of
total reducing sugars. The results show that chemical pretreatment acid is effective for
increasing the cellulose content, however, there was no delignification of the material,
resulting in a low yield in the enzymatic hydrolysis (28% of conversion), however,

exhibited 70% more conversion when compared to the hydrolysis of the crude material



(16.5% conversion). Thus, the pretreatment appears as effective, but further studies are
needed to achieve optimal hydrolysis process in guinea grass (Panicum maximum), in
order to consider it an alternative source of lignocellulosic biomass for ethanol

production to meet current demand.

KEYWORDS: biomass, sugars, hydrolysis, biofuels.



INTRODUCAO

Com o aumento do preco do petréleo e a busca de novas tecnologias para
diminuir a emissdo de gases causadores do efeito estufa, a preocupacdo econdmica
envolvendo a producdo de energia esta cada vez maior, diante disso, 0 uso de energias
renovaveis esta sendo o centro das atencGes. E essa meta de pesquisa vem tomando um
espaco cada vez maior no ramo tecnolégico (WEI et al., 2012; ORTIZ & OLIVEIRA
JUNIOR, 2014; FASAHATI et al., 2015).

Assim, os biocombustiveis se tornaram o foco de muitos paises no ambito
energético e a producdo de culturas usadas para obtencéo do bioetanol comeca a sofrer
uma enorme pressao, pois a maior parte dessas culturas, entre elas, a beterraba, o0 milho
e a cana-de-agucar, € de uso alimentar, podendo seu uso gerar conflitos com a producéo
de alimentos (SOCCOL et al., 2010).

O Brasil se encontra em uma situacdo oportuna para producdo de
biocombustiveis, podendo futuramente liderar na producédo de etanol internacionalmente
(KOHLHEPP, 2010).

Nos EUA, o bioetanol é produzido principalmente de matérias-primas de
amido de milho, enquanto no Brasil a maior producéo € proveniente do caldo de cana e
do melago. Juntos, Brasil e EUA respondem por 89% da atual producdo de bioetanol
mundial (LIMAYEM & RICKE, 2012).

Com a preocupacdo do uso de fontes alimentares para producdo de
biocombustiveis, pesquisadores comecaram a utilizar a biomassa lignocelul6sica,
residuos urbanos, agroindustriais, agricolas, gramineas e madeiras, como matéria-prima,
visto ndo competirem com a producdo de alimentos, além de contribuirem com a
sustentabilidade ambiental, sendo agora chamado de etanol de segunda geracdo, etanol
2-G ou etanol lignocelulésico (VAN DYK & PLETSCHKE, 2012).



A biomassa lignocelulésica apresenta uma composi¢do que pode variar de
acordo com a espécie vegetal, mas é composta principalmente por trés componentes:
lignina, hemicelulose e celulose (LEE, 1997). E constituida por cerca de 75% de
acucares polissacarideos. Por causa da complexidade da sua estrutura, o material se
torna recalcitrante, sendo necessario um tratamento prévio, que consiste em
desestruturar o material lignocelulésico (VAN DYK & PLETSCHKE, 2012).

Nesse sentido, 0 pré-tratamento, que consiste na primeira etapa do processo
para producdo do etanol, é feito com o intuito de reduzir os teores de hemicelulose e
lignina, visto que a hidrdlise dessas partes estruturais pode gerar subprodutos e agutcares
que, muitas vezes, causam inibicdo da fermentacdo microbiana. Nessa etapa, a celulose
do material se torna mais acessivel, e a liberacdo de acUcares fermentesciveis €
facilitada (KUMAR et al., 2009; LIMAYEM & RICKE, 2012).

ApoGs o pré-tratamento, é feita a hidrdlise, que pode ser &cida ou enzimatica,
sendo a enzimatica mais vantajosa. Nesse caso, € adicionado um coquetel de enzimas
para disponibilizar os acUcares presentes no material, procedendo-se, dessa forma, a
fermentacdo e a obtencéo do etanol lignoceluldsico (OGEDA & PETRI, 2010).

Catalisada pelas celulases, a hidrélise enziméatica consiste em um substrato
insoltvel (celulose) e um catalisador soltvel (enzimas), sendo, assim, uma reagdo
heterogénea. Para que a hidrolise seja completa, hd uma acdo selecionada feita por
varias enzimas, que apresentam diferentes particularidades em relacdo ao material
(SILVA, 2010).

A hidrolise enzimatica de celulose que gera glicose e celobiose tem como
passos considerados essenciais: a adsorcdo das enzimas celulases e a concepcdo do
complexo enzima/substrato (OGEDA & PETRI, 2010).

Como fonte de matéria-prima, o capim colonido ¢ uma boa alternativa para
producéo de etanol de segunda geracdo, pois ndo compete com a producdo de alimentos,
é de facil manuseio e pode ser obtida uma alta quantidade de material lignocelulésico.
No que concerne ao mercado de sementes forrageiras no Brasil, 11% é movimentado
pelo Panicum maximum (ANDRADE, 2001).

Assim, objetivou-se, com o presente trabalho, fazer no material lignoceluldsico
do capim colonido o pre-tratamento acido, combinado com a radiacdo de micro-ondas,
otimizando as melhores condicBes para tal processo, considerando as varidveis de
concentragdo do reagente, poténcia do micro-ondas, tempo de radiagéo e razéo liquido-

solido. ApoOs o tratamento nas condigdes Otimas, o material foi entdo submetido a



radiacdo infravermelha e & Microscopia Eletronica de Varredura, tendo sido verificadas
morfologicamente a desestruturacdo da matéria-prima e sua suscetibilidade a hidrélise

enzimatica.

Etanol Lignocelulésico
Atualmente, hd um grande crescimento nas pesquisas em busca de novos

métodos que diminuam os causadores da poluicdo ambiental (GURAGAIN et al.,
2011). Assim, ha uma crescente demanda por biomassas de origem vegetal para sua
utilizagdo como matéria-prima na produgdo de biocombustiveis, devendo ser levados
em consideracdo o custo, os parametros do processo, a disponibilidade da matéria-
prima, o impacto ambiental e a viabilidade financeira, para producdo do etanol
combustivel (MELO et al., 2008; SANCHEZ, 2009; GURAGAIN et al., 2011).

A parede celular da biomassa tem como principal constituinte a lignocelulose,
sendo seus principais constituintes a celulose (polimeros de hexoses, 40-60%), a
hemicelulose (polimeros de pentoses e hexoses e acidos urdnicos 20-40%) e a lignina
(polimeros de compostos aromaticos, 10-25%), juntamente com outros materiais como
pequenas quantidades de pectina, proteinas, extrativo, gorduras e cinzas, encontrados
nos residuos lignocelulésicos, em diferentes proporcdes. A Figura 1 mostra a estrutura
da parede celular dos vegetais (GALBE & ZACCHI, 2007; LIN et al.,, 2010;
EISENHUBER et al., 2013; BEHERA et al., 2014).

&
| H
A = =
Macrofiorilas @O = s
ST : G AZF
% NS L Eh N @ i |PE T /@;
i I O
o
- L A :
FON
M Parede Lignina
celular -
Lignina—___[
Hemicelulose — 10-20 nm
.

Pentose

Hexose

Celulose |
cristalina |
A

Figura 1. Estrutura da parede celular dos vegetais. Fonte: (GARCIA, 2012).



A Tabela 1 mostra a composicdo, em porcentagem, das partes estruturais da

planta em diferentes materiais lignoceluldsicos.

Tabela 1. Matéria-prima e composi¢do (% peso seco) de biomassa lignocelulésica.
Fonte: Adaptado (LIMAYEM E RICKE, 2012).

Matéria-prima Celulose Hemicelulose Lignina Outros (ou

seja, cinzas)

Residuos 37-50 25-50 5-15 12-16
agricolas
Madeira dura 45-47 25-40 20-25 0,80
Madeira 40-45 25-29 30-60 0,50
conifera
Gramineas 25-40 35-50 - -
Papeis de 50-70 12-20 6-10 -
residuos de
polpas
Quimicas
Jornal 40-55 25-40 18-30 -
Panicum 40-45 30-35 12 -
vigatum
Celulose

A celulose, parte predominante da estrutura da parede celular da planta,
compde aproximadamente 30% da planta (polimero organico mais abundante). E um
homopolissacarideo linear, de peso molecular elevado, formado por varias unidades
consecutivas de celobiose (B-1, 4- glicosidicas) (Figura 2). A celulose consiste de partes
com uma estrutura cristalina (organizada) e de partes desorganizadas, de estrutura
amorfa (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009; LIMAYEM E RICKE, 2012).

“HOH y H-OH
N 0OH
8]
{1H
\.

¢ CH:OH OH CH-0H

Y
Unidade de celobiose

Figura 2. llustragdo de uma cadeia de celulose. Fonte: Adaptado (KUMAR et al.,
2009).



A Figura 3 mostra que a celulose é formada por ligacBes de hidrogénio
intramoleculares (responsaveis pela dureza) e intermoleculares (responsaveis pela
constituicdo de fibrilas, estruturas que formam as fibras de celulose) (KUMAR et al.,
2009; LIMAYEM E RICKE, 2012; SANTOS et al., 2012).

Ligagdes de
hidrogénio
pintermoleculares

Ligagdes de
hidrogénio
intramoleculares H0

Figura 3. Representacao das ligacdes de hidrogénio da celulose. Fonte: Adaptado
(SANTOS et al., 2012).

Hemicelulose
Associados a celulose estdo os polissacarideos, de estrutura amorfa e variavel,

constituidos por cadeias ramificadas de acucares, variosmonossacarideo s
polimerizados, incluindo pentoses (como xilose e arabinose), hexoses (como manose,
glicose e galactose) e acidos urdnicos. Esses polissacarideos podem variar, dependendo
da natureza e da fonte de matéria-prima. Devido & heterogeneidade dos seus agucares,
eles requerem uma grande diversidade de enzimas para hidrolisi-los em acucares
monomeéricos. O componente dominante da hemicelulose de madeira e de plantas
agricolas é o xilano (Figura 4) (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

As hemiceluloses tém peso molecular menor do que a celulose, e também
diferentes acucares, que sdo polimeros simples que podem ser hidrolisados, formando
cadeias laterais curtas, que funcionam como ligacGes entre a lignina e as fibras de

celulose. Essas ligacdes dao flexibilidade e estabilidade ao complexo fibroso, fortificam



a rijeza da microfibra celulésica, atuando como plastificante estrutural, aumentando a
rigidez da parede celular (LIMAYEM & RICKE, 2012). Ao contrario da celulose, ndo
formam microfibrilas (PASANGULAPATI et al., 2012).
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Figura 4. Representacdo esquematica de um xilano de graminea. (1) 1,4-D-
xilopiranose; (2) L-arabinose; (3) &cido 4-O-D-metil-a-D-glucurénico; (4) grupo acetil.
Fonte: (°"SILVA, 2010).

Da parte estrutural da planta, a hemicelulose é o constituinte mais sensivel
guando se trata de tratamento quimico térmico. A ordem crescente de solubilidade dos
seus compostos é: manose, Xxilose, glicose, arabinose e galactose. O aumento da
temperatura tem influéncia positiva e direta na solubilidade dos compostos. Na
temperatura de 180°C, a hemicelulose se solubiliza em agua, mas, a partir de 150°C,
partes da hemicelulose ja sdo solubilizadas. O xilano é a parte que pode ser mais
facilmente extraida, tanto em meio acido como alcalino, enquanto a glicomanana
dificilmente pode ser extraida em um ambiente &cido, necessitando de um meio alcalino
(HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

Lignina

A lignina, depois da celulose e da hemicelulose, é um dos polimeros mais
abundantes na natureza. E um heteropolimero aromatico, rigido e amorfo, ligado por
ligacOes covalentes aos xilanos (porcdo da hemicelulose), o que Ihe confere suporte
estrutural, enrijecimento, impermeabilidade, resisténcia a ataques enzimaticos,
microbianos e a estresse oxidativo. Sua estrutura apresenta macromoléculas de forma
tridimensional, formada por unidades de p-propilfenol, formadas pela polimerizacgdo de
trés mondmeros fenolicos: os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 5)
(HENDRIKS & ZEEMAN, 2009; KUMAR et al., 2009).
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Figura 5. Precursores primarios da lignina. Fonte: (®SILVA, 2010).

Esses componentes, por serem derivados de grupos fenilpropanoides
(altamente condensados e muito resistentes a degradacdo por apresentarem compostos
aromaticos, estrutura e constituicdo muito irregular), estdo firmemente agregados uns
aos outros, formando a parte estrutural da lignocelulose, composta de acucares
complexos, que representam um obstaculo a acdo de microrganismos ou enzimas. Sua
representacio esquematica pode ser observada na Figura 6 (VASQUEZ et al., 2007;
SCHLITTTLER & PEREIRA JR., 2008; JARDINE et al., 2009; EISENHUBER et al.,
2013).

A lignina ndo é soltvel em agua e € opticamente inativa, fazendo com que sua
degradacdo seja muito dificil. Da mesma forma que a hemicelulose, a lignina, sob
condicBes neutras, geralmente comecga a se dissolver em &gua a, aproximadamente,
180°C (LIMAYEM & RICKE, 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica da lignina. Fonte: (SANTOS, 2011)

As ligninas sdo divididas em duas classes, ligninas guaiacil e ligninas guaiacil-
siringil (lignina das gramineas), que diferem nos constituintes do esqueleto
fenilpropanoide. As ligninas guaiacil apresentam grupo metoxi na posi¢do do carbono-
3, enquanto as ligninas guaiacil-siringil apresentam grupo metoxi nas posi¢fes do
carbono 3 e 5 "PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Para a obtencdo do etanol de segunda geracdo, proveniente do material
lignocelulésico, é necessario desenvolver quatro procedimentos: primeiro, 0 pré-
tratamento do material para solubilizar a lignina; segundo, a hidrdlise dos
polissacarideos, celulose e hemicelulose em aglcares monoméricos; na sequéncia, a
fermentagdo dos mono e dissacarideos; e, por fim, a destilacdo do etanol obtido no
processo de fermentacdo (HU et al., 2008; RABELO, 2010).

Capim
Segundo Schlittler e Pereira Jr. (2008), o capim apresenta em sua estrutura uma

composicao de celulose, hemicelulose e lignina de 32%, 20% e 9%, respectivamente, e

um teor de proteina de 6 a 11% na matéria seca.



O Panicum maximum, familia Poaceae, é originario da Africa Ocidental, e foi
introduzido no Brasil de forma acidental. Ele veio nos navios negreiros e servia de cama
para os escravos. Acabou se espalhando rapidamente, dando origem a primeira cultivar,
o Colonido. Atualmente, esta localizado em quase todo o territdrio nacional, exceto nas
regides frias. E uma graminea que cresce formando touceiras densas com um metro de
largura, podendo atingir até 2,5 m de altura, sendo exigente em fertilidade de solo (um
indice de saturagdo por bases minima de 60%, fosforo acima de 8 mg dm™ e solos ricos
em matéria organica). Apresenta coloracdo verde azulada nas folhas. Sua forma mais
usual de plantio é por sementes. Floresce a maior parte do ano, sendo considerada uma
forrageira de alto potencial de producgéo de biomassa (NAGANO et al., 2011).
Pré-tratamento

O pré-tratamento, Figura 7, € o primeiro passo para a producdo do bioetanol,
sendo a etapa mais cara do processo, aproximadamente 33% do custo total. Consiste na
ruptura do material recalcitrante da biomassa, causando reducdo da cristalinidade da
celulose, por meio da remogéo da hemicelulose e da lignina. O consequente aumento da
porosidade da biomassa e a diminuicdo da formacdo de subprodutos que inibem a
hidrolise possibilitam a bioconversdo, levando a um alto teor de bioetanol, via
fermentagdo (VASQUEZ et al., 2007; KUMAR et al., 2009; LIMAYEM & RICKE,
2012).

1 : - /
st Pré-tratamento < ¢(,

-

Hemicelulose

emicelilose

-

Lignina

Celulose

Figura 7. Representacdo esquematica da acdo do pré-tratamento sobre o material
lignocelulosico. Fonte: Adaptado (KUMAR et al., 2009).
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Como a maioria dessas tecnologias de pré-tratamento resulta em rendimentos
relativamente baixos de agUcares e altos custos de processamento, faz-se necessario a
escolha de condicGes 6timas do pré-tratamento que afetem diretamente as caracteristicas
do material. Essa etapa é de suma importancia para obtencdo do rendimento final, pois
tem interferéncia direta na hidrélise e fermentacdo dos agucares (Figura 8). Assim, a
escolha do pré-tratamento deve ser avaliada com atencdo, para que seja a melhor
possivel. Para isso, ha necessidade de se conhecer bem a estrutura do material
lignocelulésico em questido (KUMAR et al., 2009; °CHEN et al., 2012).

Hidrolise
Fermentagio  Bioetanol
L
Materiais Destilagao
lignocelulosicos Pré-tratamento
- Hidrolise
Acidogénese o
. Biogas
Acetogenese mp

Metanogénese

Figura 8. Producdo de bioetanol e biogds a partir do pré-tratamento de materiais
lignocelulésicos. Fonte: Adaptado (BEHERA et al., 2014).

A Figura 9 mostra o efeito do pré-tratamento sobre a biomassa, cujos
bioprodutos obtidos por processos sem pré-tratamento prévio resultam em baixa
produtividade e rendimento e numa grande quantidade de residuo final.
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Figura 9. Diagrama esquematico do efeito do processo de pré-tratamento de biomassa
lignocelulosica. Fonte: Adaptado (BEHERA et al., 2014).

O pré-tratamento eficaz € fundamental para o sucesso da hidrélise enzimatica.
Durante o processo de pré-tratamento, hd aumento da porosidade do substrato e da
acessibilidade da celulose, resultando, por fim, em uma maior digestibilidade das

enzimas no processo de hidrdlise (BIAN et al., 2014).

Pré-tratamentos quimicos

Entre os pré-tratamentos quimicos, temos o pré-tratamento por ozondlise, que
diminui o teor de lignina, afeta a hemicelulose, ndo produz residuos toxicos,
aumentando dessa forma a digestibilidade do material lignocelulésico, além de as
reaces poderem ser feitas em temperatura ambiente e pressdao normal. Porém, em
contrapartida, necessita de grandes quantidades de ozonio, resultando, assim, num alto
custo (KUMAR et al., 2009).

No pré-tratamento acido, no qual os &cidos mais utilizados sdo H,SO,4 (com
concentragOes inferiores a 4%) e HCI, a hemicelulose é hidrolisada em xilose, e a
estrutura da lignina é alterada, obtendo como resultado uma melhoria na hidrolise
enzimatica da biomassa lignoceluldsica. Porém, apresenta como limitacdes um alto
custo, formacdo de substancias tdxicas como o furfural a partir de xilose e
hidroximetilfurfural (HMF) a partir de glicose, além de compostos fendlicos e acido
acético, e corrosao de equipamentos (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

O pré-tratamento acido diluido usando H,SO,4 € 0 método mais amplamente
utilizado, por ser capaz de hidrolisar a hemicelulose em aclcares monomeéricos. O pré-
tratamento pode ter efeitos diferentes sobre os componentes estruturais de lignocelulose,
dependendo do tipo de produto quimico utilizado (TALEBNIA et al., 2010, WEI et al.,
2012).

As bases frequentemente utilizadas para hidrolise alcalina sdo hidroxidos de
sodio, potassio, calcio e amonio. Quando utilizados como tratamento prévio, causam
solubilizacdo, redistribuicdo e condensacdo da lignina e remocdo da hemicelulose,
aumentando a superficie interna da area, reduzindo o impedimento estéreo de enzimas
hidroliticas, causando reducéo do grau de polimerizagdo, diminuicdo da cristalinidade e

melhorando a digestibilidade dos carboidratos, além de utilizar temperaturas e presses
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mais baixas. Ao comparar esse pré-tratamento com 0s processos acidos, sdo citadas
como vantagens a possivel recuperacdo dos sais e uma menor degradacdo dos agucares.
Porém, exige maior tempo de residéncia (KUMAR et al., 2009).

Os processos com solventes organicos (organossolv) sdo caracterizados hoje
como um tratamento promissor, tendo uma grande utilizacdo em processos de pré-
tratamento. E utilizada uma mistura de solvente organico ou inorganico (metanol,
etanol, acetona, etileno glicol, trietileno glicol e alcool tetra-hidrofurfurilico) com
catalisadores &cidos (acido sulfurico, cloridrico, oxalico, acetilsalicilico e acido
salicilico), sendo que essa mistura hidrolisa a hemicelulose e a lignina. Mas é um
processo ambiental e economicamente inviavel, pela necessidade de o solvente passar
por etapas de dreno no reator, evaporacdo, condensacédo e reciclagem (KUMAR et al.,
2009).

Ap0s os pré-tratamentos, o material lignocelulésico é lavado para remocéo da
hemicelulose solubilizada. Contudo, até 15% dos acUcares na biomassa podem ser
perdidos deste modo ("PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Uso de micro-ondas
Por causa da sua alta eficiéncia e por apresentar uma forma facil de operacéo, a

radiacdo micro-ondas tem sido muito utilizada. Esta sendo aplicada como preé-
tratamento da biomassa lignoceluldsica, com o objetivo de melhorar a hidrdlise
enzimatica, pois nesse aquecimento ocorre a quebra da estrutura do material (ZHU et
al., 2006; KASHANINEJAD & TABIL, 2011).

Kumar (2009), relata que o pré-tratamento alcalino associado a radiagdo micro-
ondas resultou em uma forma eficiente de melhorar a digestibilidade de gramineas.

Para substituir o aquecimento convencional, que se baseia em uma
transferéncia de calor superficial, é utilizada a radiacdo micro-ondas como alternativa.
Ele apresenta varias vantagens quando comparado a outros métodos, ressaltando, entre
outras vantagens, ser uma tecnologia de aquecimento capaz de acelerar a reacéo,
provocando alteraces mecanicas e térmicas, rompendo a estrutura e podendo ocasionar
uma desestruturagdo do material, tendo se tornado, desta forma, uma tecnologia
atraente. Mas 0 tipo de amostra também estd direcionado diretamente ao
comportamento do aquecimento (RODRIGUES, 2010; °CHEN et al., 2012;
CHOUDHARY et al., 2012; JANKER-OBERMEIER et al., 2012).
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O pré-tratamento com radiacdo micro-ondas tem seu efeito maximizado
quando combinado com compostos alcalinos (NaOH, Ca(OH), e Na,CO3) ou &cidos
(H.SO4 e HCI), aumentando, assim, sua eficacia e acelerando a velocidade da reacéo
quimica (ZHU et al., 2006).

Quanto a associacdo da radiacdo micro-ondas no pré-tratamento, foi verificado,
por Janker-Obermeier et al. (2012), que a solubilizacdo da lignina depende diretamente
da entrada de energia micro-ondas, enquanto a carga de NaOH exibe apenas efeitos
menores na solubilizacdo da lignina dentro do intervalo de teste.

Kashaninejad e Tabil (2011), citam que a combinagdo da irradiacdo de micro-
ondas com a diluicdo da solucdo alcalina melhora a hidrélise enzimatica pela
aceleracdo das reacBGes durante o processo de pré-tratamento, em comparacdo com o
produto quimico de aquecimento convencional.

Além dessas vantagens ja citadas, o uso da radiacdo micro-ondas tem como
vantagens reducdo do tempo de aquecimento ou pré-tratamento, com um aquecimento
rapido e uniforme, capacidade instantanea de inicio e parada do aquecimento e tamanho

cada vez menor do reator ("CHEN et al., 2012).

Hidrolise

Apds o pré-tratamento, em que a celulose se torna disponivel, a biomassa passa
por um processo de hidrolise para converter a celulose em glicose, posteriormente, via
fermentac&o, o aglcar monomérico disponibilizado é metabolizado, pelas leveduras, em
etanol, sendo que a levedura mais utilizada é a Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura
é muito eficaz para hexoses, mas ndo apresenta um bom resultado para metabolizacédo
de xiloses (EISENHUBER et al., 2013).

O pré-tratamento antes da etapa de hidrolise tem como finalidade minimizar a
perda dos agUcares e, consequentemente, obter a maior quantidade possivel de agucares
liberados, e quando estes acucares estdo disponiveis, eles sofrem hidrélise e
fermentacdo para producédo de bioetanol (WEI et al., 2012).

A hidrolise pode ser acida ou enzimatica. A &cida pode ocorrer com a
utilizacdo de é&cido concentrado, que € o método mais utilizado, pois tem sido
considerado 0 método mais préatico. Ele ndo € seguido por concentracfes elevadas de
inibidores e produz um elevado rendimento de agUcares, porém necessita de grandes
quantidades de &cido, bem como da reciclagem do &cido, sendo um processo

dispendioso, menos viavel economicamente. A hidrdlise com acido diluido utiliza
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normalmente acido sulfdrico 0,5%, que flui continuamente para a biomassa a uma
temperatura elevada de 150-180°C, num curto periodo de tempo, permitindo uma maior
recuperacdo de acUcar, mas, ao contrario do acido concentrado, ele segue com a
degradacdo de hexoses e pentoses e consequente formacéo de elevadas concentragdes
de compostos toxicos, incluindo HMF e compostos fendlicos, que sdo prejudiciais a
uma sacarificagéo eficaz, e se ndo forem removidos rapidamente, se recondensam em
precipitado na biomassa (LIMAYEM & RICKE, 2012).

Os &cidos mais utilizados no processo sdo H,SO4 ou HCI, sendo a hidrolise
feita com maior rapidez e facilidade, porém ndo é seletiva, além de formar produtos
secundarios e apresentar um rendimento de etanol de apenas 50-60% de valores
teoricos ‘PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). Na Figura 10, podem ser
observadas as reacdes que ocorrem durante a hidrolise de materiais lignoceluldsicos
tratados a uma temperatura elevada sob condi¢des acidas, percebendo-se a formacéo e

libertagcdo de uma série de compostos inibidores.
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Figura 10. ReagOes que ocorrem na hidrélise acida de materiais lignocelulosicos.
Fonte: Adaptado ("PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL, 2000).
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A hidrolise enzimética é feita usando enzimas celuloliticas apropriadas. E o
método mais eficaz, pois a partir de materiais celulésicos tem a capacidade de liberar
acucares simples. As celulases sdo as enzimas que processam a hidrolise da celulose e
hemicelulose, convertendo-as em agUcares redutores, que podem posteriormente ser
fermentados para obter o etanol, que se objetiva por meio de microrganismos
adequados, obtendo altos rendimentos (ZHU et al., 2006; TALEBNIA et al., 2010). As
celulases sdo uma combinacdo de endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase
(celulases) e p-glicosidase, que atuam em sinergia para converter 0s acucares
complexos presentes na biomassa lignocelulésica em glicose (BORTOLAZZO, 2011).

Nesse processo, as celulases decompdem a celulose a celobiose, que é clivada
em glicose por B-glicosidase (Figura 11). Contudo, as celulases ¢ B-glucosidases séo
inibidas por celobiose e glicose, respectivamente, ou seja, a atividade da enzima pode
ser afetada pelos produtos das suas proprias acdes e ainda por produtos formados por
outras enzimas (VAN DYK & PLETSCHKE, 2012).
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Figura 11. Atuagdo das enzimas celulases sobre a celulose. Adaptado de
(BORTOLAZZO, 2011)

Por serem biodegradaveis o uso das enzimas prioriza a responsabilidade
ambiental. Na hidrolise enzimatica obtém-se maiores rendimentos devido ao fato das
enzimas celulases catalisarem apenas as reacdes de hidrélise, e ndo as reacdes de
degradagdo do acticar ("PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).
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A hidrélise enzimatica do material lignocelulésico é limitada por varios
fatores: cristalinidade de celulose, grau de polimerizagdo (DP), teor de umidade, area de
superficie disponivel, teor de lignina e tamanho dos poros do substrato em relagcdo ao
tamanho das enzimas. A remocdo de hemicelulose aumenta o tamanho de poro médio
do substrato e, por conseguinte, a probabilidade de a celulose ser hidrolisada. A
remoc&o da lignina € um fator essencial, pois essa parte estrutural da planta limita a taxa
e a extensdo da hidrolise, agindo como um obstaculo de protecdo, evitando que 0s
acucares monomericos sejam hidrolisados (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

Fermentacéo
Para otimizar a fermentacdo, sdo feitos 0s processos de pré-tratamento e

hidrélise. Dependendo das condigdes e da matéria-prima utilizada, é necesséria, para a
fermentacdo, a presenca de microrganismos para fermentar acucar em alcool, acido
lactico e outros produtos finais formados.

O melhor e mais adequado processo fermentativo a se utilizar deve ser bem
escolhido, analisando-se o rendimento de etanol, as propriedades dos microrganismos, o
material a ser fermentado, a produtividade, além dos processos econémicos
(*PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000; PAVLAK & ABREU-LIMA, 2011).

As leveduras industriais, como a Saccharomyces cerevisiae, sdo utilizadas para
producdo de alcool, principalmente nas industrias de cervejaria e vinho, e atualmente,
também para producdo de biocombustiveis. Uma vez tornado acessivel por hidrolise
enzimatica ou acida, o material celulésico pré-tratado é convertido em acucares
fermentesciveis. Durante a fermentacdo, a levedura fermenta aglcares de hexoses em
etanol sob condi¢Bes anaerdbicas e a temperatura controlada, e essa fermentacdo é
sempre acompanhada pela formacdo de didéxido de carbono (EISENHUBER et al.,
2013).

Apesar de suas grandes vantagens de tolerancia a inibidores e as condigdes de
estresse, a S. cerevisiae ndo é capaz de fermentar outros aclcares, sendo as hexoses. E
essa incapacidade de fermentar a xilose, segundo aglcar mais abundante na natureza,
limita seu uso na produgdo de biocombustiveis. As leveduras Candida shehatae,
Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis sdo capazes de fermentar a xilose (HENDRIKS
& ZEEMAN, 2009; KALYANI et al., 2013).
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Um problema que ocorre durante a fermentacéo é que o etanol formado é um
inibidor para as leveduras ou bactérias que processam a fermentacdo, e isto limita a
concentracdo de acUcares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005).

Os inibidores formados sdo outro problema encontrado, entre os quais, podem
ser citados o furfural, compostos fendlicos (os de baixo peso molecular sdo mais
inibidores do que aqueles com peso molecular elevado) e outros compostos, que podem
inibir ou mesmo parar a fermentacdo (HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).

Esses compostos promovem a perda de integridade das membranas bioldgicas,
e, assim, afetam sua capacidade como barreiras. Para superar o efeito inibidor, o
hidrolisado tem que ser desintoxicado ou 0s microrganismos devem ser adaptados para
estes compostos inibitdrios, porém a desintoxicacdo € um processo muito dispendioso
(BEHERA et al., 2014).

Um microrganismo de fermentagdo oOtima deve ser tolerante aos inibidores
quimicos formados durante o pré-tratamento, além de resistir a uma elevada
concentracdo de etanol e ao processo de hidrolise. E para um melhor rendimento de
etanol, deveria ser capaz de fermentar tanto hexoses, quanto pentoses, simultaneamente,
com formacdo minima de produtos toxicos (LIMAYEM & RICKE, 2012).

Como a glicose e a xilose sdo os dois aglcares dominantes em hidrolisados
lignocelulésicos, hd necessidade de fermentar os dois de forma eficaz para que a
producdo de etanol seja viavel. Atualmente, nenhum microrganismo nativo € capaz de
converter todos os aclcares em etanol com um alto rendimento (KALYANI et al.,
2013).

Inibidores de fermentacéao
A concentracdo de acido, a temperatura e o tempo de hidr6lise influenciam a

geragdo de inibidores da fermentacdo e em consequéncia da existéncia desses
compostos inibitdrios que se formam na hidrolise, como furanos, compostos fenolicos e
acidos fracos, o teor final de etanol sofre uma diminuicdo. Pelo surgimento de
inibidores e de compostos toxicos ja formados antes no processo de pré-tratamento, a
fermentacdo se torna reduzida (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Essa formacéo de inibidores pode ser reduzida otimizando as condi¢des de pré-
tratamento do material lignocelulosico e de hidrolise.

A escolha de um microrganismo adaptado é um dos caminhos para melhorar o

resultado que se espera da fermentacdo do hidrolisado. Para fermentacdo de agucares
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derivados da biomassa lignocelulésica, em geral, tem-se escolhido como levedura a
Saccharomyces cerevisiae, mantendo-se um pH 6timo entre 5,0 e 5,5. A escolha da
levedura em questdo se deve a sua capacidade de produzir etanol e a uma elevada

tolerancia aos inibidores formados nos processos anteriores (BORTOLAZZO, 2011).

Separacao / destilacdo
Ap0s a fermentacdo, o bioetanol obtido requer separacao e purificacdo, e esse

processo pode ser feito por meio de um processo de destilagéo fracionada, que consiste
na separacdo de dois liquidos que apresentam pontos de ebulicdo distintos, ou seja,
diferentes volatilidades. No caso em questdo, o etanol (PE 78,3°C) € separado da dgua
(PE 100 °C) e convertido em vapor (LIMAYEM & RICKE, 2012).
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OBJETIVOS

Geral
- Avaliar a producdo de etanol lignocelul6sico a partir de capim colonido (Panicum

maximum), submetido a tratamento quimico em condicdes acidas, associado com a

radiacdo micro-ondas.

Especificos
- Determinar o teor de celulose, hemicelulose e lignina no capim colonido (Panicum

maximum) dos materiais pré-tratados;

- Avaliar os efeitos da concentracdo de &cido sulfurico, da razdo liquido-solido, do
tempo e poténcia do micro-ondas sobre o material lignocelulésico;

- Avaliar o teor de aclcares fermentesciveis obtidos da hidrdlise enzimatica do material
bruto e do material otimizado;

- Processar a fermentacao dos materiais hidrolisados; e

- Avaliar o teor de agUcares ap6s a fermentacao.
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ARTIGO CIENTIFICO

(Normas de acordo com a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira)

Uso da radiacédo de micro-ondas no pré-tratamento acido para incremento da

hidrdlise enzimatica de capim colonido (Panicum maximum)

Resumo — Os biocombustiveis de segunda geracdo estdo tomando maior espaco no
ramo tecnoldgico, pois ndo competem com a producdo de alimentos e sao relativamente
baratos. Porém, a biomassa apresenta uma estrutura complexa, sendo necessario um
tratamento. Um pré-tratamento vantajoso é a associacdo da radiacdo micro-ondas com
acido, que aumenta a digestibilidade da hemicelulose, favorecendo a liberacdo de
acucares. Portanto, o objetivo do trabalho foi otimizar o pré-tratamento quimico
associado a radiacdo micro-ondas para producdo de etanol de segunda geracdo a partir
da Panicum maximum cv. Colonido. O pré-tratamento quimico foi feito seguindo um
planejamento fatorial e um rendimento de aproximadamente 30% a mais de celulose
que o material bruto, tendo sido obtido no experimento de concentracdo de reagente
0,5%, razdo liquido-sélido 10:1, tempo de 10 minutos e poténcia do micro-ondas de
10%. As analises de infravermelho mostraram que o material sofreu algumas alteragdes.
Na hidrélise enzimética, esse material apresentou liberacdo de 2,39 g L™ de aclcares
redutores totais com 72 horas de hidrolise, representando uma conversédo de 28%, um
rendimento 70% maior que o do material bruto, comprovando a eficiéncia do processo.
Contudo, sdo necessarios estudos para alcangar resultados 6timos e colocar o capim

colonido como fonte para produgéo de bioetanol.

Termos para indexacdo: biomassa, Panicum maximum, agucares, biocombustiveis.
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Use of microwave radiation in acid pretreatment for enhancing the enzymatic

hydrolysis of guinea grass (Panicum maximum)

Summary - Second-generation biofuels are occupying more space in the technology
sector because it does not compete with food production and are relatively inexpensive.
However, biomass has a complicated structure, requiring treatment. A pretreatment is
advantageous to the association of the acid with microwave radiation, which increases
the digestibility of hemicellulose, favoring the release of sugars. Therefore, the
objective was to optimize the chemical pretreatment associated with microwave
radiation for production of second generation ethanol derived from Panicum maximum
cv. Colonido. The chemical pre-treatment was carried out in accordance with a
factorial design, with a yield of approximately 30% more cellulose raw material having
been obtained in experiment 0.5% reactant concentration, solid-liquid ratio 10:1, while
10 minutes and the microwave power of 10%. The infrared analysis showed that the
material has undergone some changes. In enzymatic hydrolysis, this material released
2.39 g L™ of total reducing sugars with 72 hours of hydrolysis, representing a 28%
conversion yield greater than 70% of the crude material, proving the process efficiency.
However, studies are needed to achieve optimal results and put the guinea grass as a

source for bioethanol production.

Index terms: biomass, Panicum maximum, sugars, biofuels.
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Introducéo

A premissa do esgotamento de combustiveis fosseis como petrdleo, carvdo, gas natural
e emissoes de gases causadores do efeito estufa (CO;) tém aumentado cada vez mais 0s
esforcos tecnoldgicos em busca de um caminho ecoldgico e sustentavel, que satisfaca as
exigéncias energéticas. E a utilizacdo dos combustiveis renovaveis é uma opg¢ao para um
menor impacto ambiental, pois produz energia com menor emissdo de poluentes
(LIMAYEM & RICKE, 2012; EISENHUBER et al., 2013; FASAHATI et al., 2015).

A producao de etanol de primeira geracdo baseia-se no uso de plantas como a cana-de-
acucar e o milho, mas surgem argumentos sobre o uso de culturas alimentares para essa
producdo. Em decorréncia deste fato, inicia-se a producéao de etanol de 22 geracéo, que é
obtido de fontes ndo alimentares, utilizando residuos agricolas e florestais, juntamente
com materiais herbaceos e residuos urbanos, contribuindo para sustentabilidade
ambiental (LIMAYEM & RICKE, 2012).

Contudo, esse material ¢é recalcitrante em razdo de sua composicdo, cuja estrutura €
composta por hemicelulose, celulose e lignina, e este Gltimo componente causa um
impedimento na realizacdo da hidrdlise do material para obtencdo do etanol. Nessas
circunstancias, algumas técnicas vém sendo desenvolvidas com o intuito de minimizar a
quantidade de lignina da biomassa e aumentar a disponibilidade de acUcares
fermentesciveis, maximizando, assim, a etapa de hidrélise, que pode ser &cida ou
enzimatica (KUMAR et al., 2009; RABELO, 2010).

O Panicum maximum, cv. Colonido é uma boa alternativa como fonte de material
lignocelul6sico para producdo de etanol de segunda geracao, pois é de facil manuseio,
apresenta alta disponibilidade e baixo custo. Segundo Schlittler e Pereira Jr. (2008), o
capim apresenta valores médios de 32% de celulose. No mercado de sementes
forrageiras, 11 % é movimentado pelo Panicum maximum, estando entre as principais
forrageiras cultivadas no Brasil. Exigéncias de fertilidade e manuseio prejudicaram a a
espeécie, porém estima-se que a area ja foi ocupada por um valor superior a 6 milhGes de
hectares, sendo o colonido a principal cultivar (ALMEIDA et al., 2000; ANDRADE,
2001).

O pré-tratamento &cido combinado a radiacdo micro-ondas é largamente utilizado, pois
¢ capaz de alterar a estrutura da lignina, rompendo as estruturas do material

lignocelulosico, propiciando diretamente melhores condi¢bes para a hidrolise
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enzimética do material, além de que a radiacdo micro-ondas conciliada ao processo
potencializa a digestibilidade da biomassa (BIAN et al., 2014). Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a producdo de etanol lignocelulésico a partir de capim
colonido (Panicum maximum), submetido ao tratamento quimico em condicGes acidas

associado a radiacdo micro-ondas, e o rendimento da hidrélise enzimatica.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica Tecnolodgica, do

Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde.

Material lignocelulésico

PorcGes do material lignocelulésico, capim colonido (Panicum maximum), foram
obtidas em 2012, junto a produtores da regido, lavadas em agua corrente para remover
quaisquer sujidades e secas em estufa com circulacdo forcada de ar, a 40 °C, até massa
constante. Entdo, foram trituradas até a obtencdo de um pé homogéneo e armazenadas
em sacos plasticos, sob refrigeracdo, até o seu uso. As determinagdes dos teores de
celulose, hemicelulose e lignina foram feitas em triplicata, conforme a metodologia

relatada por Li et al. (2004) e Lin et al. (2010), descritas a seguir:

Teor de Extraiveis
Foram pesados 5,0 g do material lignocelul6sico (m0Q) e deixados em extracdo por 8 h,
num extrator Soxhlet, usando cerca de 300 mL de Hexano PA. Apés a extracdo, o
material foi seco a 35-40°C e pesado (m1). O teor de extraiveis foi calculado pela
Equacéo 1.

ml — moO

UE = —— 100
’ mo 1)

Teor de Hemicelulose

Pesou-se 1,0 g do material lignoceluldsico (livre de extraiveis) e foram acrescentados 30
mL de solucdo aquosa de Hidréxido de Sodio (0,5 M). Ferveu-se a mistura por 3,5 h,
filtrou-se e lavou-se com agua destilada. O residuo solido foi seco a 35-40°C e pesado

(m2). O teor de hemicelulose foi calculado pela Equacgéo 2.
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m2 —ml

Teor de Lignina

Do material lignocelulésico (livre de extraiveis), foi pesado 1,0 g (m3) e acrescentados
30 mL de solucdo aquosa de Acido Sulfirico 72%. Apds 24 h de repouso, a solucéo foi
diluida com agua destilada até o volume de 300 mL e posterior ebulicdo por 1 h.
Filtrou-se e lavou-se o residuo sélido com agua destilada. O residuo sélido obtido foi
seco a 35-40°C e pesado (m4) e calculando o teor de lignina pela Equagéo 3.

_m-l—’ma

W%l = x100

m0 (3)

Teor de Celulose
A celulose foi determinada pela diferenca entre a massa original e os teores de
hemicelulose, lignina e extraiveis (Equacéo 4).

%C = 100 - %E — %HC — %L (4)

Pre-tratamento &cido

A influéncia da associacdo entre a radiacdo de micro-ondas e a etapa de pré-tratamento
acido foi investigada através de um planejamento fatorial em dois niveis com um
controle, considerando como variaveis a concentracdo do acido, a razdo liquido/sélido
(R.L.S. v/v), o tempo de radiacdo e a poténcia da radiacdo de micro-ondas (Philco, 30 L
PMS35N, poténcia de consumo e nominal de 1400 e 900 W, respectivamente) aplicada
conforme o planejamento fatorial apresentado na Tabela 1. Apos o tratamento, a mistura
foi filtrada e o liquido resultante usado para determinacdo do teor de agucares pelo
método de DNS, proposto por Miller (1959).

Tabela 1: Planejamento Fatorial indicando a distribuicdo das quatro variaveis em dois
niveis.
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Concentracdo  Razdo Liquido

Experimento Tempo (min) Poténcia (%)

(%) sélido (v/v)
1 0,5 10:1 10 10
2 5 10:1 10 10
3 05 50:1 10 10
4 5 50:1 10 10
5 05 10:1 60 10
6 5 10:1 60 10
7 05 50:1 60 10
8 5 50:1 60 10
9 0,5 10:1 10 20
10 5 10:1 10 20
11 0,5 50:1 10 20
12 5 50:1 10 20
13 05 10:1 60 20
14 5 10:1 60 20
15 05 50:1 60 20
16 5 50:1 60 20

Porcdes do po lignoceluldsico foram tratadas com Acido Sulfurico em concentracio de
0,5 e 5% (m/v), razbes de 10:1 (v/v) e 50:1 (v/v) entre a solugdo 4cida e o pd
lignocelul6sico, submetidas a diferentes poténcias de radiagdo de micro-ondas (10% e
20%), sob diferentes tempos (10 e 60 minutos, sendo um minuto irradiando e um
minuto em descanso). Para a analise dos dados através do planejamento fatorial 2*, foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA).

Os residuos sélidos foram analisados para determinacdo da sua composicdo e

caracterizacdo morfoldgica.

Caracterizacao do material lignocelulésico

Amostra bruta e amostras do material lignoceluldsico ap6s cada um dos pré-tratamentos
foram retiradas e colocadas em frasco plasticos herméticos e inertes e estocadas em
freezer (-5°C), enviadas ao Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goiés, onde
foram caracterizadas por espectro no infravermelho com transformada de Fourier e

Microscopia Eletronica de Varredura, sendo avaliadas assim alteragdes estruturais.

Cristalinidade da biomassa
A cristalinidade do material lignoceluldsico foi determinada por difracdo de raios-X em
um difratdbmetro da marca SHIMADZU, modelo DRX-6000, em condi¢fes normais de
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temperatura e pressio atmosférica, com angulos entre 10 a 50°, com uma fonte de cobre
com linha em Cu Ka 1,54 A em 40 KV e 30 mA.

Para determinacdo da cristalinidade do material lignocelulésico, um dos métodos
utilizados foi 0 método de raio-X na biomassa, expresso pelo indice de cristalinidade

(Crl), o qual foi determinado pela Equacéo 5:

% Cr] = ‘ M

= 13100
002

()
Em que loo2 € a intensidade de difracdo da parte cristalina da biomassa (celulose) a uma
posi¢do 002, a cerca de 20 = 22,5°; e Iy é a intensidade de difracdo para a porcao
amorfa (isto ¢, celulose, hemicelulose e lignina) a cerca de 20 = 18,7°, conforme

relatado por Rabelo (2010).

Hidrdlise Enzimatica:

A hidrolise foi feita em erlernmeyers de 250 mL, tendo sido utilizados 2 g do
solido, obtido ap6s o pré-tratamento quimico. Foram adicionadas enzimas celuloliticas
em 100 mL de tampdo citrato 0,05 M, mantendo-se pH 4 - 5 (4,8 especificamente), a 50
°C, durante 72 h, sob agitacdo constante de 120 rpm. Em intervalos de 0, 1, 6, 12, 24, 48
e 72 h da hidrdlise, foram retiradas aliquotas da parte liquida para quantificacdo dos
acucares liberados no processo. As analises foram feitas pelo método de DNS, proposto
por Miller (1959), que utiliza acido 3,5-diinitrosalicilico (DNS) para leitura no

espectrofotobmetro UV-VIS (Bioespectro —SP-220) com absorbancia em 540 nm.

Fermentacéo

Apos a etapa da hidrdlise enzimatica, foi adicionada a solucdo de hidrolise, a levedura
Saccharomyces cerevisiae YPO4, em propor¢cdo de 2% (m/v). A fermentagdo foi
mantida a 37 °C durante 48 h. E os agucares finais foram quantificados de acordo com a

metodologia descrita por Miller (1959) e leitura no espectrofotdmetro UV-VIS.

Determinacéo dos Teores de AglUcares Redutores Totais
Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tracar um grafico linear da concentracdo de glicose (agucar redutor) em funcao

da absorbéancia, obtendo assim uma equacao que relaciona as duas grandezas.
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A equacdo 6 foi usada para encontrar a massa de glicose liberada na hidrolise
enzimatica, com R2 = 0,9949.
y =0,1488 x (6)

Para a hidrélise enzimética, foi utilizada uma carga enzimética de 20 FPU g* de
celulase e 4% v/v B-glicosidase. A enzima celulase comercial utilizada apresentou uma

atividade enzimatica igual a 27 FPU g,

Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos experimentalmente dos teores de extraiveis de
hemicelulose, lignina e celulose do material lignocelulésico pré-tratado com &cido
sulfarico, com &gua (branco) e também do material ndo tratado (bruto).

Tabela 2. Resultados apresentados dos valores medios em porcentagem e desvios

padréo dos teores de extraiveis, hemicelulose, lignina e celulose.

Experimento Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
1 0,3+0,08 26,4+ 1,35 30,7+0,74 42,5+ 2,00
2 2,1+0,09 41,8+ 1,00 32,3+£2091 23,9+ 2,00
3 1,5+0,37 322+1,12 35,5+1,06 30,8 +2,55
4 1,8+0,49 30,3+1,34 349 +1,62 33,0+0,21
5 3,6 +0,37 53,3+ 3,00 39,3+0,29 3,7+291
6 4,1+0,04 19,6 £ 0,07 40,6 + 0,48 35,6 +0,60
7 0,7 £ 0,05 49,6 + 2,20 32,3+0,58 17,4+ 2,83
8 2,3+0,06 49,4 +1,38 33,7+0,20 14,6 +1,52
9 0,9+0,33 42,3+0,52 38,7+0,14 18,0 £ 0,32
10 10,5+ 0,78 215+0,16 38,2 + 1,86 29,8+ 124
11 0,3+0,26 50,1+0,76 33,4 + 0,09 16,2+ 1,12
12 2,8+0,03 248+ 113 37,3+174 35,1+290
13 1,8+0,13 49,1 + 2,57 41,1+2,12 8,1+ 4,56
14 1,3+0,01 38,7+1,24 38,6 + 0,03 21,7+1,22
15 2,3+0,18 47,2 + 2,47 41,8 + 0,64 8,7+2,93
16 2,3+0,02 44,6 + 2,23 38,7+0,82 14,3+ 1,39
Branco 0,8+1,70 32,1+1,70 39,9+1,70 27,2+1,70
Bruto 15,9 + 3,26 27,7+1,55 23,6 +4,35 32,7 +2,64

Na analise dos resultados referentes a quantidade de extraiveis no material
lignocelulosico, foi possivel notar que no material bruto a quantidade de extraiveis foi
de 15,9%, Tabela 2, diferente dos valores relatados por Morais et al. (2005) para

gramineas, de, aproximadamente, 26 + 5%. Os mesmos autores definem extraiveis
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como constituintes secundarios, pois ndo sdo partes estruturais da parede celular da
planta, sendo a soma de pequenas quantidades de pigmentos, graxas, 0leos essenciais,
resinas e taninos e sollveis em solvente organicos neutros.

Ao analisar os teores de hemicelulose no material bruto, observa-se um valor de 27,7%,
Tabela 2, condizendo com os valores da literatura estudada por Morais et al. (2005), que
encontraram 27 + 3% de hemicelulose para graminea.

Em relacdo aos teores de lignina, percebe-se que o material bruto apresentou 23,6%,
Tabela 2, valor bem maior que os valores da literatura consultada. Morais et al. (2005)
relatam 11 + 3% para gramineas e Schlittler e Pereira Jr. (2008), 9% para capim. O
cultivo da planta, regido, temperatura, nutrientes, solo, luz, idade, periodo de colheita,
sazonalidade entre outros, influenciam na estrutura morfogénica e estrutural da espécie,
podendo explicar variacdes nos teores de lignina, hemicelulose e celulose (CANDIDO,
2003; CGEE, 2010).

Na Tabela 2, ao analisar os resultados de teor de celulose do material sem tratamento
(bruto), percebe-se que o teor também condiz com a literatura consultada, 32,7% de
celulose. Segundo Schlittler e Pereira Jr. (2008), o capim apresenta valores médios de
32%. Morais et al. (2005) e Limayem e Ricke (2012) apresentam valores de celulose
em gramineas de 36 £ 5% e 25 — 40%, respectivamente.

Pela aplicacdo da analise de variancia (ANOVA), foram verificados significancia dos
efeitos das varidveis em funcédo dos teores de extraiveis, hemicelulose, lignina e celulose
determinados (Tabela 3), e valores médios e desvios padrdo para cada constituinte da

biomassa de Panicum maximum em funcdo dos niveis das variaveis (Tabela 4).

Tabela 3. Resultados de ANOVA para as variaveis do planejamento fatorial realizado
sobre cada constituinte de Panicum maximum.

Soma dos Quadrado F Sig
quadrados médio
Extraiveis
Concentracdo 30,811 30,811 339,986 ,000*
R.L.S. 13,781 13,781 152,069 ,000*
Tempo ,281 ,281 3,103 ,097
Poténcia 4,351 4,351 48,014 ,000*
Hemicelulose

Concentracao 795,008 795,008 291,178 ,000*
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R.L.S. 157,975 157,975 57,860 ,000*
Tempo 835,383 835,383 305,966 ,000*
Poténcia 29,453 29,453 10,787 ,005*
Lignina

Concentracao 211 211 ,132 721
R.L.S. 16,820 16,820 10,508 ,005*
Tempo 79,380 79,380 49,593 ,000*
Poténcia 100,820 100,820 62,988 ,000*
Celulose

Concentracéo 604,650 604,650 72,639 ,000*
R.L.S. 5,040 5,040 ,606 448
Tempo 1214,013 1214,013 145,844 ,000*
Poténcia 228,445 228,445 27,444 ,000*

* significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade pelo teste F.

Tabela 4. Valores médios e desvios padrdo para cada constituinte da biomassa de
Panicum maximum em funcdo dos niveis das variaveis do planejamento fatorial.

Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Concentracéo
0,5% 1,437 +0,075 43,775+0,413 36,625+0,316 17,306+0,721
5% 3,400 + 0,075 33,806 £0,413 36,788+0,316  26,000+0,721
R.L.S.
1:10 3,075+0,075 36,569+0,413  37,431+0,316  22,050+0,721
1:50 1,762+ 0,075 41,013+0,413  35,981+0,316  21,256+0,721
Tempo
10 2,512 +£0,075 33,681+0,413 35,131+0,316  27,813+0,721
60 2,325+0,075 43,900+0,413  38,281+0,316  15,494+0,721
Poténcia
10% 2,050+ 0,075 37,831+0,413  34,931+0,316  24,325+0,721
20% 2,787 £0,075  39,750+0,413  38,481+0,316  18,981+0,721

Assim, para 0s extraiveis, as varidveis concentracdo, razdo liquido-sélido e poténcia

foram significativas ao nivel de 5% de confianca, pelo teste F de Fischer, Tabela 3,

sendo um efeito positivo a concentracdo e a poténcia, apresentando menor teor de

extraiveis, com menor concentracdo e menor poténcia; e um efeito negativo para a razéo

L. S. (Tabela 4).
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Para a hemicelulose, todas as variaveis foram significativas sobre o0s teores encontrados,
Tabela 3, e apenas a concentracdo do acido apresentou efeito negativo (Tabela 4).

Sobre a lignina, apenas a variavel concentracdo ndo apresentou efeito significativo. As
variaveis significativas tempo e poténcia resultaram em efeito positivo, apresentando
menores teores de lignina com menor tempo de radiacéo aplicada e menor poténcia do
micro-ondas. A razdo L. S. apresentou efeito negativo, tendo apresentado menor teor de
lignina num maior volume da solucéo &cida utilizada (Tabelas 3 e 4).

Para a celulose, apenas a razdo liquido-sélido ndo apresentou efeito significativo,
Tabela 3, sendo que o tempo e a poténcia apresentaram efeito negativo com teores
menores de celulose, e a concentragcdo apresentou efeito positivo, levando a teores
maiores de celulose no material lignocelulésico com menor concentracdo do acido
(Tabela 4).

Deve-se lembrar entdo que a analise estatistica faz comparacdo entre os 16
experimentos, mas, ao analisar individualmente os pré-tratamentos realizados, percebe-
se que, para haver aumento em um dos componentes, outros sofrem reducéo, por isso
em alguns experimentos houve dréstica reducéo no teor de um dos constituintes.
Portanto, o foco principal do pré-tratamento é o aumento da celulose e a reducdo da
lignina, que foram os componentes mais analisados em fungdo dos resultados obtidos.
Quando analisados 0s materiais pré-tratados, observa-se que o Experimento 1, Tabela 2,
apresentou 42,5% de celulose, aumento de aproximadamente 10% quando comparado
com o teor de celulose do material bruto, apresentando também maior reducéo no teor
de extraiveis, com apenas 0,3% de gorduras no material, uma pequena remocdo de
hemicelulose e um aumento no teor de lignina, mas  menor aumento, quando
comparado com os demais. Esperava-se maior quantidade de acucar a ser liberada e,
consequentemente, melhor hidrélise e um bom rendimento de etanol.

Silva (2009) obteve maior quantidade de celulose e lignina da palha de cana pré-tratada
com acido diluido (H,SO4, 1%) a 120°C por 10 minutos quando comparada com o
material sem tratamento, justificando esse aumento pela solubilizagcdo da hemicelulose
do material.

Portanto, o melhor pré-tratamento acido, ou seja, 0 que corresponde ao maior teor de
celulose e ao menor aumento de lignina, foi 0 Experimento 1, condi¢bes otimizadas de
reagente H,SO,4 0,5%, confirmando resultados encontrados por Kumar (2009), que
relatou o pré-tratamento acido como sendo vantajoso para pré-tratamento de materiais

lignocelulosicos. Além do mais, o autor especifica que o 4acido sulfurico com
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concentragcdes inferiores a 4% tem sido interessante, tendo mostrado melhores
resultados do que o pré-tratamento com acido concentrado, alcangando altas taxas de
reacao e melhorando de forma significativa a hidrolise.

Wei et al. (2012) destacam a vantagem do pré-tratamento com acido diluido, que é
capaz de remover a maior parte da hemicelulose e interromper parcialmente a lignina,
aumentando a porosidade do material, deixando a celulose mais acessivel as enzimas,
melhorando o rendimento dos acUcares disponiveis. Ainda otimiza o melhor pré-
tratamento com &cido sulfdrico diluido (0,75%), tempo de residéncia de 10 minutos
numa autoclave, utilizando cavacos de eucalipto para a producdo de acucares
fermentesciveis. Entre os pré-tratamentos feitos por estes pesquisadores, estdo aqueles
com concentracdo maior de acido (H,SO,4 a 1%), tendo verificado que apresentaram
quantidades inferiores de celulose, resultando, assim, em menores quantidades de
glicose no processo de hidrolise.

Saha et al. (2005), quando se referem ao pré-tratamento com acido diluido, citam, além
da vantagem de solubilizar a hemicelulose, que ele € capaz de converter essa por¢do em
acucares fermentesciveis, reduzindo ou até mesmo eliminando a necessidade de
adicionar hemicelulases no coquetel de enzimas na hidrolise.

Binod et al.(2010), também obtiveram aumento nos teores de lignina e celulose, no
material (palha da cana) tratado, quando comparado com os teores dos componentes no
material bruto. Os autores justificam o aumento como resultado da solubilizacdo de
hemicelulose, tendo percebido também aumentos no teor de lignina proporcionalmente
ao aumento da temperatura de pré-tratamento.

Nos trabalhos conduzidos por Zhu et al. (2006), com palha de trigo e palha de arroz,
foi verificado que a irradiacdo de micro-ondas, mesmo que doméstico, € um método de
pré-tratamento eficaz para a subsequente hidrolise enzimatica e a fermentacdo do
material pré-tratado.

Hu e Wen (2008), fizeram tratamento convencional e com radiacdo micro-ondas em
gramineas, tendo percebido que a radiacdo micro-ondas aumenta a superficie de
contato, desestruturando a lignocelulose, e também uma melhor hidrélise enzimatica no
uso do material tratado em micro-ondas.

Portanto, percebe-se que os resultados obtidos confirmam os da literatura estudada.

O Experimento 1, selecionado para realizagdo da hidrolise enzimatica, corresponde as
seguintes condi¢bes de pré-tratamento: concentragdo de &cido sulfurico 0,5%, razéo

liquido/sélido 10:1, radiacdo micro-ondas de 10 minutos e poténcia aplicada de 10%.
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Cristalinidade dos materiais lignocelulésicos

A Tabela 5 mostra os valores obtidos dos teores de celulose, hemicelulose e lignina do
melhor pré-tratamento acido (Experimento 1), do material bruto e do branco. Desses
materiais, foi feita a analise de raio-X para obtencdo da cristalinidade, que também

consta nesta tabela.

Tabela 5. Teores de hemicelulose, lignina, celulose e cristalinidade do capim coloni&o
para material bruto, branco e cido.

Hemicelulose Lignina Celulose Crl (%)
Bruto 27.7 23.6 327 34,0
Branco 321 39.9 27.2 51.6
Acido 26,4 30,7 425 50,2

Para o Panicum maximum, foi encontrado indice de cristalinidade (Crl) de 34% para o
material bruto, 51,6% para o material branco (tratado apenas com agua destilada), que
apresentou o maior teor de hemicelulose (32,1%) dos trés, e 50,2 % de Crl para o
material tratado com &cido sulfdrico, Experimento 1, que apresentou maior teor de
celulose (42,5%) e menor teor de lignina (30,7%) entre 0s 16 experimentos.

Os valores de cristalinidade obtidos estdo de acordo com a literatura consultada, o que
ja era esperado. Thompson et al. (1991) relataram que, apesar de a cristalinidade néo ter
dependéncia com a temperatura, ela pode ter um aumento em razéo do pré-tratamento.
Os autores ainda citam que tiveram o indice de cristalinidade aumentado decorrente de
pré-tratamento com H,SO, diluido sobre a madeira, material lignocelulésico utilizado
no estudo.

Kumar et al. (2009) relatam que o aumento do indice de cristalinidade ndo esta Unica e
necessariamente relacionado a alteragdo estrutural da celulose, mas aos seus
componentes amorfos (lignina e hemicelulose), que, quando removidos, fazem com que
as cadeias de celulose fiqguem mais compactadas, aumentando, dessa forma, a
cristalinidade.

Segundo Mosier et al. (2005), os pré-tratamentos termoquimicos causam perturbagdes
nas ligagdes de hidrogénio presentes nas cadeias de celulose, podendo alterar sua

estrutura cristalina. Porem, mesmo que haja aumento da cristalinidade, devem ser
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levadas em consideracdo as mudancas estruturais que o material sofre, entre as quais, o

aumento da porosidade do material, que aumenta o acesso a celulose.

Analise Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises feitas por MEV tiveram por objetivo averiguar possiveis alteracdes
morfolégicas superficiais causadas pelo pré-tratamento acido quando comparado com o
material bruto.

As micrografias do material bruto e do pré-tratamento acido, Experimento 1, estdo

dispostas na Figura 1.

A

SElI  5kV WD13mm  SS540
Bruto

Figura 1. Micrografias obtidas por MEV do material bruto (a esquerda) e pds-
tratamento acido (Exp.1) (a direita), com ampliacdo x1000.

Na micrografia do material tratado com &cido, é possivel observar as alteraces
estruturais pelo surgimento de fissuras, com provavel aparecimento motivado pela
dissolugdo das hemiceluloses e desestruturacdo do material lignocelulésico. Os preé-
tratamentos de materiais lignocelulésicos extraem lignina e hemicelulose, removendo
dessa maneira a regido interfibrilar (ABREU, 2011), promovendo aumento da
porosidade do material, facilitando sua hidrélise enzimatica.

As microfibrilas, unidades constituidas pela hemicelulose e lignina, formam filamentos
continuos no comprimento da fibra, dando rigidez ao material (MARTINS et al., 2004).
Portanto, se houver alteracdes nas fibras, a rigorosidade do material diminui.

Os resultados observados estdo de acordo com a literatura estudada. Silva (2009), por
exemplo, destaca as alteragdes causadas no material pela remocao das células vegetais
da palha de cana ap0s ser submetida a um pré-tratamento com acido diluido.

As micrografias confirmam as andlises quimicas, percebendo-se uma solubilizacdo dos
componentes, 0 que deixa as fibras mais expostas, aumentando, dessa forma, a area

superficial, facilitando o acesso das enzimas para a etapa de hidrolise.
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Pela comparacdo das micrografias dos materiais em estudo, podem ser percebidas
mudancgas significativas apos o pre-tratamento, refor¢ando, assim, os resultados obtidos.

Infravermelho

As amostras foram analisadas por FT-IR (Infravermelho com Transformada de Fourier),
na faixa espectral de 400-4000 cm™ e resolugdo 4 cm™. A técnica foi usada objetivando
analisar mudancas na estrutura quimica da biomassa, provocadas pelo tratamento
quimico. Foram feitas analises no Infravermelho e obtidos espectros de absorcdo do
capim: do material bruto (sem tratamento), buscando facilitar a identificacdo das
bandas, e dos materiais pré-tratados com &gua (branco) e &cido sulfurico (Tratamento

Acido, Experimento 1), que podem ser observados na Figura 2.

1,20

0,80

0,60 4

8ruto

Baanco

Figura 2. Espectros de absorcédo do capim colonido (Panicum maximum), obtidos por
analises de espectroscopia no Infravermelho.

Com os espectros obtidos, na regido do infravermelho foi possivel perceber aumento
e/ou reducdo e intensidade de picos relacionados a grupos funcionais caracteristicos,
percebendo-se alteracBes que o pre-tratamento causa na estrutura do material.

O que pode ser observado na analise dos espectros é que, na regido de 903 cm™, banda
relacionada a celulose, h4 uma reducdo da banda no material tratado com &cido,
indicando uma mudanga estrutural desta banda (CASTRO, 2003).

Em aproximadamente 1580 cm™, ha um alargamento da banda no espectro do material

com preé-tratamento acido, sendo essa regido caracteristica da vibragdo do esqueleto



39

aromatico com estiramento da carbonila (C=0) da lignina, que pode ser atribuido ao
aumento da lignina no material, resultado que condiz com as andlises feitas para
determinar o teor deste componente na biomassa (aumento de aproximadamente 30 %
em relacdo ao bruto) (OH et al., 2005).

Mas em contrapartida, em 1.330, 834 e 780, os picos desaparecem no tratamento acido,
regido também referente a lignina, indicando, desta forma, que o componente pode ter
sofrido alteragdes estruturais. Segundo Abreu e Oertel (1999), os sinais entre 1.320 e
1.330 cm™ referem-se & vibracdo do anel guaiacil-siringilico com contribuicdo do
estiramento de C=0 e de estruturas condensadas.

Em aproximadamente 1.520, h4 uma diminui¢do na intensidade da banda. Silva (2009)
observou também esse decréscimo nessa regido, sendo caracteristica de anéis
aromaticos. O autor relaciona essa alteracdo com a remocéao da lignina no material de
estudo (palha de cana pré-tratada com &cido diluido). Seguindo o mesmo raciocinio,
nesse trabalho, essa alteracdo pode entdo estar relacionada com a alteracéo estrutural do
componente, ja que ele nao foi reduzido no pré-tratamento.

Segundo Oh et al. (2005), todas as bandas sofrem influéncia das transformacGes que
envolvem as ligag0es intra e intermoleculares.

Observa-se, com as alteragfes sofridas pelos grupos funcionais, que foi alcangado o
objetivo do pré-tratamento, que foi o de causar modificacbes morfoldgicas no material.
A banda em 1430 cm™ é caracteristica de celulose cristalina, em razdo dos anéis
aromaticos combinados com estiramento e deformacdo no plano C-H. Com os valores
dessa banda no espectro, € possivel fazer uma comparacdo das intensidades de absorcdo
da banda e, assim, poder observar a cristalinidade dos materiais (HUANG et al., 2011).
Os resultados observados condizem com os obtidos na analise de Raios-X, sendo

observada maior cristalinidade no material tratado com acido.

Hidrolise e Fermentacéo

Essa etapa € feita em condi¢fes 6timas, com pH 4,8 e temperatura entre 45 e 50 °C.
Essas condicOes, segundo Silva (2009), permitem os maiores rendimentos de alcool,
pois sdo condigBes Gtimas para as enzimas e resultam em baixo custo de utilizagdo e
manutencdo e ainda possibilitam a fermentagdo concomitantemente a sacarificagdo. A
absorcdo da enzima no material depende da acessibilidade dos sitios de ligagdo a
celulose, que, por sua vez, dependem diretamente da sensibilidade da celulose ao ataque

enzimatico.
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Pode-se perceber na analise do grafico da Figura 3 que, ap6s 24 h de hidrélise, o
material pré-tratado com acido aumenta enormemente a liberacéo de agUcares até 72 h,
passando de 0,84 para 2,39 g L™, o que representa uma conversdo de 28% da celulose
total presente no material (42,5%); enquanto o maior rendimento do material bruto
apresentou teor de aglcares redutores totais (ART) de 1,07 g L™, sendo convertido
nesse caso 16,5% da celulose do material (32,7%), no mesmo tempo de hidrolise. Pode-
se supor que se tivesse havido continuidade da hidrdlise, haveria maior liberagdo de
acucares em se tratando do material que sofreu tratamento prévio com radiacdo micro-
ondas e acido diluido, e isso provavelmente ndo aconteceria com o material bruto e
branco que, a partir de 24 horas de hidrolise, comeca a se estabilizar, passando de 0,96 e
0,68 g L* na devida ordem, terminando a hidrélise com 1,07 e 0,74 g L™,

respectivamente.

Hidrolise

3
b
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&?» 0
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Figura 3. Teores de acUcares redutores totais obtidos apds hidrdlise enzimatica dos
materiais em estudo: material bruto, branco e pré-tratado com &cido. A.T.F = ap04s
tempo de fermentag&o.

Portanto, foi percebido no trabalho em questdo um melhor rendimento da hidrélise do
material que sofreu pré-tratamento &cido associado & radiagdo micro-ondas, um
rendimento da hidrélise de 51% a mais que o material tratado apenas com agua (branco)
e 70% a mais que o bruto.

Mesmo apresentando um maior rendimento, quando comparado com o bruto, o teor de
ART do material pré-tratado pode ser melhorado, pois o teor maximo esperado era de
8,5 g L™. Talvez esse valor pudesse ser alcancado se todas as enzimas trabalhassem em

sinergismo, dessa forma, poderia ser liberado 0 maximo de acUcares da celulose.
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Para realizacdo da hidrolise do estudo em questdo, foram usadas apenas as enzimas
celulase e B-glicosidade, que atuam somente na celulose e celobiose. Segundo Kalyani
et al. (2013), as principais enzimas que precisam estar presentes na hidrolise sdo
celobiohidrolases, endoglucanase, B-glicosidase, endo- B-1,4-xilanase e B-xilosidade. E
dependendo da andlise do material, ainda sdo adicionadas enzimas assessoras, como
mananase e amiloglucosidade, que podem justificar também o baixo teor de acUcares
redutores totais encontrados neste trabalho durante a hidrdlise, mais baixo do que o
esperado.

Wei et al. (2012), também encontraram na hidrdlise enzimética de eucalipto apds um
pré-tratamento com &cido sulfurico de 0,75%, a 140°C, durante 10 minutos,
rendimentos extremamente baixos de glicose (26% de glicose da matéria-prima),
explicando esse resultado pelo elevado teor de lignina do residuo sélido pré-tratado. A
biomassa pode conter uma porcentagem significativa de lignina, sendo um fator
importante que limita a hidrdlise da biomassa por enzimas celuloliticas e hemicelulases,
chegando até inibir diretamente suas atividades (QI et al., 2011).

Uma boa alternativa seria adicionar enzimas como peroxidase de lignina, lacase e
peroxidase de manganés para auxiliar na deslignificacdo e, desta forma, aumentar o
rendimento do processo de hidrdlise (SCHILLING et al., 2009).

Além da presenca da lignina no substrato, Van Dik e Pletschke (2012), citam que 0s
oligossacarideos, dissacarideos e monémeros formados durante a hidrdlise enzimatica
podem causar efeito inibidor nas enzimas envolvidas, e quando atingem elevadas
concentracdes, podem apresentar impacto na eficiéncia do processo. E de acordo com
Kalyani et al. (2013), a inibicdo de agucares tem um impacto maior na hidrolise do que
os inibidores de pré-tratamento.

Outro fator, segundo Van Dyk e Pletschke (2012), que inibe o processo de hidrolise sdo
os produtos de formacéo das enzimas, as celulases e B-glicosidases, por exemplo, que
sdo inibidas por celobiose e glicose, respectivamente, ou seja, a atividade da enzima
pode ser afetada pelos produtos das suas proprias acdes e ainda por produtos formados
por outras enzimas. Por isso, hd necessidade de se entender o comportamento de
inibicdo das enzimas para tomar as medidas necessarias para remover ou evitar 0s
compostos inibidores e, assim, alcangar 6timos rendimentos.

Ao analisar a quantidade de acgucares ao final da fermentagdo no material tratado com
4cido (0,65 g L™), Figura 3, percebe-se uma fermentacdo de aproximadamente 72% em

alcool, apresentando o maior rendimento dos trés materiais. O material tratado apenas
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com &gua apresentou 50% de fermentacdo, com um teor de ART no final da
fermentacdo de 0,37 g L™, e a menor conversdo foi no material bruto, de apenas 42%,

sobrando ainda 0,62 g L™ de agUcares redutores no fermentado.

Concluséao

O pre-tratamento acido sulfurico diluido pode ser aplicado com sucesso para 0 aumento
do teor de celulose do capim colonido e para a hidrolise enzimatica, podendo apresentar
valores 6timos de hidrdlise e fermentacdo se os inibidores da atividade enzimatica, que
sdo formados tanto no pré-tratamento, quanto no préprio processo de hidrolise, forem
evitados ou removidos.
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