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RESUMO

A pesquisa por fontes energéticas renovaveis ganhou forca, pois atualmente
crescem o0s problemas ligados a emissdo de CO, e também surge a demanda por
combustiveis que ndo agridam o0 meio ambiente. Neste contexto, surgem 0s
combustiveis renovaveis que tornam a grande esperanca para a diminuicdo da
dependéncia do petrdleo, dentre os quais se encontra o etanol de segunda geracdo. A
producdo atual de etanol utiliza como matérias-primas o0 amido e acUcares, obtidos do
milho, da beterraba e da cana-de-agUcar. Entretanto, o uso da biomasa lignocelulésica
para a producdo de etanol - o chamado etanol de 22 geragéo ou bioetanol se apresenta
como alternativa interessante, podendo ser obtido de varios materiais que seriam
descartados, tais como 0 bagaco da cana-de-agucar, jornais velhos, palha de soja, entre
outros. O processamento da lignocelulose consiste em quatro etapas: pré-tratamento,
hidrélise, fermentacdo e purificacdo/separacdo. O pré-tratamento é a etapa inicial e
permite alterar a estrutura da biomassa celul6sica para permitir que as enzimas possam
transformar os carboidratos poliméricos em acUcares fermentaveis, sendo uma das
etapas mais onerosas do processo. As etapas de pré-tratamento tém a finalidade de
remover a lignina e hemicelulose, aumentar o teor de agucares fermentaveis, alem de
serem economicamente viaveis, prevenir ou impedir a formacdo de compostos
inibidores dos processos de hidrélise e fermentacdo, e minimizar a degradacdo dos
carboidratos. O aquecimento por micro-ondas permite um controle maior sobre a
temperatura, além de requerer menor custo energético, por ser um método de
aquecimento por acoplamento direto da energia das micro-ondas com as moléculas
envolvidas. Assim, o objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia do pré-tratamento
alcalino auxiliado com radiacdo de micro-ondas, caracterizar o material lignocelulésico,
a fim de determinar qual pré-tratamento foi melhor em liberagdo de celulose e
posteriormente fazer a hidrolise enzimatica determinando a quantidade de celulose
transformada em glicose e qual a quantidade tedrica de glicose que podera ser

transformada em etanol.

PALAVRAS-CHAVES: Biocombustiveis, Lignoceluldsicos, Aglcares



ABSTRACT

The search for renewable energy sources turned strong because currently there
were growing problems related to CO2 emissions and also arises a demand for fuels that
do not harm the environment. In this context raises the renewable fuels that become the
great hope for reducing dependence from oil , among it there is the second generation of
ethanol . Current production of ethanol uses as raw the starch and sugars from corn,
sugar beet and cane sugar. However, the use of lignocellulosic biomass for ethanol
production - called ethanol of 2nd generation or bioethanol - presents itself as an
interesting alternative, that can be obtained from various materials that would be
discarded , such as bagasse from cane sugar , old newspapers , soybean straw , among
others . The processing of lignocellulose consists of four steps: pretreatment, hydrolysis,
fermentation and purification / separation. The pre- treatment is the initial step and
allows to change the structure of the cellulosic biomass to allow the enzymes to
transform polymeric carbohydrates into fermentable sugars, being one of the most
costly steps in the process. The pretreatment steps intend to remove the lignin and
hemicellulose, increase the content of fermentable sugars, as well as being economically
feasible prevent or inhibit the formation of inhibitory compounds of hydrolysis and
fermentation processes and to minimize the degradation of carbohydrates. Heating by
microwave allows greater control over the temperature, in addition to requiring a lower
energy cost , as a method of heating by direct coupling of microwave energy with the
molecules involved . Thus, the objective was to verify the efficiency of the alkaline
pretreatment with microwave radiation , characterize the lignocellulosic material in
order to determine which pretreatment was better in release the cellulose and
subsequently to enzymatic hydrolysis by determining the amount of cellulose converted

to glucose and what is the theoretical amount of glucose to be converted into ethanol.

KEY WORDS: Biofuels, Lignocellulosic, Sugars
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1. INTRODUCAO GERAL

Um dos maiores problemas encontrados no mundo moderno é a possivel
escassez de petréleo em um futuro breve, em que o crescimento populacional alavancou
varias crises no mundo em relacdo ao preco exorbitante dos barris de petréleo. Com a
crise do petroleo em meados dos anos 1970 criou-se o Programa Pré-Alcool, quando se
pretendia transformar o excesso da producdo de agucar, que, estava em crise e com
precos muito baixos, em alcool anidro para a gasolina (24%) e posteriormente o
incentivo a producdo de motores que usassem o etanol como fonte de combustivel
(KOHLHEPP, 2010).

Com esta problemaética os biocombustiveis surgem como alternativa viavel e
que pode substituir a dependéncia do petréleo como fonte de combustivel para veiculos.

No Brasil a cana-de-acUcar € a cultura que possui maior destaque na producéo
de etanol combustivel, porém competindo com a producdo de cana-de-acUcar no pais,
ficando assim o etanol como segundo plano e os donos de usinas sucroalcooleiras ditam
0s precos no mercado interno tanto na producdo de agUcar quanto na do etanol
(KOHLHEPP, 2010).

Com a instabilidade dos precgos do petr6leo, muitos paises decidiram direcionar
sua politica energética para o uso de biocombustiveis. E com isso ha enorme pressao
sobre a producéo de culturas que podem fornecer bioetanol. No entanto, como a maioria
das culturas sdo de uso alimentar como o agUcar, milho, beterraba, etc., a producédo de
bioetanol pode gerar conflitos com a produgéo de alimentos (SOCCOL et al., 2010).

Os materiais lignocelulésicos se apresentam entdo como fonte viavel para a
producdo de bioetanol, porque ndo hd competicdo com os alimentos e servem como
complemento a quantidade de bioetanol produzida no pais, sendo assim chamado de
etanol de 22 geragdo. Dentre as culturas que podem ser utilizadas como fonte de material
lignocelulosico a braquiaria surge como alternativa para esta producdo de bioetanol,

pois se trata de uma cultura de facil manuseio, possui uma quantidade de material
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lignocelulosico relativamente elevado e principalmente ndo compete com a producéo de
alimentos, podendo ser plantado na entre safra da cana-de-agucar.

Em geral, 0 processo biologico de conversdo de biomassa lignoceluldsica em
etanol envolve: (1) pré-tratamento, que se faz necessario para remover a lignina e
hemicelulose e com isso disponibilizar celulose, (2) a despolimerizacdo de polimeros de
carbono hidratado auxiliado por um complexo de enzimas de celulase para liberagdo de
acucares livres, (3) o processo fermentativo de acglcares hexoses e/ou pentoses para
produzir etanol, (4) destilacdo do etanol (CANILHA et al., 2012; JING, ZHANG &
BAO, 2009).

Neste trabalho foi utilizado o pré-tratamento alcalino, o pré-tratamento &cido,
que € conhecido por separar pentoses e hexoses; enquanto o pré-tratamento alcalino €
conhecido por separar a lignina da biomassa lignocelulésica (BINOD et al., 2012), em
associacdo com a radiacdo do micro-ondas para que possa maximizar a celulose
disponibilizada no meio e assim obter o etanol de 22 geragcdo com o melhor

aproveitamento do material lignocelulosico.

2. BIOCOMBUSTIVEIS

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) o conceito de biocombustiveis sdo todos aqueles que derivam de biomassa
renovavel que podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de
petréleo e gas natural em motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia.
Os dois principais biocombustiveis liquidos que sdo utilizados no Brasil sdo o etanol
extraido de cana-de-acUcar e, em escala crescente, o biodiesel, que é produzido a partir
de gorduras animais ou de 0leos vegetais e que € adicionado ao diesel de petréleo em
proporcoes que podem variar (ANP, 2012).

E ainda segundo a ANP, cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis
consumidos no Brasil j& sdo renovaveis. No resto do mundo, 86% da energia vém de
fontes energéticas nao renovaveis (ANP, 2012).

O Brasil tem mostrado experiéncia de décadas na produgdo do biocombustivel
etanol extraido da cana-de-agucar. Logo apés a primeira crise do preco do petroleo em
meados 1973/1974, foi introduzido no Brasil, em 1975, o Programa Pré-Alcool que
visava a diminuigdo da dependéncia das importacGes do petroleo (anos 1970: demanda
de importacdo de petroleo era maior que 80%; até 47% do valor da importacéo total do

Brasil). Desde o ano de 2006, o Brasil se tornou autossuficiente no abastecimento de
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petroleo, significando que a nova perspectiva para a ampliacdo da producdo de
biocombustiveis € atribuida as varias discussdes internacionais em cerca da mudanga do
clima e com isso as tentativas do aumento da producéo de energias renovaveis com
relacdo direta com a diminuicdo de emissdo de CO,, visando a enorme subida do preco
da energia féssil — o petréleo. O Brasil se enquadra por ter condigdes naturais
extremamente favoraveis para a producdo de biocombustiveis, potencial que certamente
sera de grande proveito para firmar seu lugar como futuro lider do etanol no mercado
internacional (KOHLHEPP, 2010).

O potencial do Brasil em relacdo ao biocombustivel acaba por fortificar a sua
posicdo como poténcia regional com influéncia global e garante a sua pretensdo de lider
politico na América Latina. Com o0s recentes desenvolvimentos no setor de
biocombustiveis mostraram que o Brasil passa por um processo abrangente de
transformacgédo, conduzindo ndo somente a enormes consequéncias econdmicas, mas
também na politica interna levando a mudancas sociais, socioculturais e ecoldgicas
(KOHLHEPP, 2010).

Os crescentes problemas oriundos da emissdo de CO,, aliados a preocupacéo
com o futuro da disponibilidade de energia no planeta, conduziram a maior interesse na
pesquisa por fontes energéticas renovaveis. A biomassa é a Unica fonte de energia
renovavel, a qual pode oferecer alternativa viavel para combustiveis como diesel e
etanol, a curto prazo (ALVIRA et al., 2010).

A producéo atual de etanol utiliza como matérias-primas o amido e agucares,
obtidos do milho, da beterraba e da cana-de-agUcar. Entretanto, 0 uso da biomassa
lignoceluldsica para a producdo de etanol - o chamado etanol de 22 geracdo ou bioetanol
se apresenta como alternativa interessante, jA& que ndo compete com a producao de
alimentos e é relativamente mais barato. Estima-se que a producdo mundial anual de
lignocelulose atinja cerca de 1x10™ milhdes de toneladas (ALVIRA et al., 2010).

Segundo o relatério Acompanhamento da Safra Brasileira: cana-de-acUcar, da
Companhia Nacional de Abastecimento, de agosto de 2011, o estado do Goias aparece
em terceiro lugar em area plantada, com cerca de 672 mil hectares, além de apresentar
também a terceira maior expansao no periodo (cerca de 123 mil hectares). Isto indica a
producdo estimada de 32 milhdes de toneladas de etanol para safra 2011/2012, no
estado do Goias (CONAB, 2011).

3. MATERIAL LIGNOCELULOSICO

3.1 Composicao
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No geral, toda biomassa lignoceluldsica é composta por cadeias de celulose
(ligagBes B-1,4-glicosidicas) unidas por ligacBes de hidrogénio. Essas longas cadeias de
polissacarideos (fibras celul6sicas) sdo, por sua vez, recobertas por hemiceluloses
(polissacarideos ramificados no qual sdo formados principalmente por D-xilose e
pequenas parcelas de D-glicose, L-arabinose, D-manose, D-galactose, &cido glucurénico
e acido manurdnico) e ligninas (redes compostas por polimeros tridimensionais
formadas por unidades de fenilpropano interligadas). Especialmente, a lignina forma
uma barreira impermeadvel que impede a acdo das enzimas, bem como ataques
microbianos e oxidativos (WYMAN et al., 2005).

3.1.1 Celulose

A celulose ¢é o principal constituinte nos materiais lignocelulésicos, na qual é
formada por anéis de p—D-glicopiranose que séo ligadas entre si por ligacGes do tipo p—
D-(1,4) glicosidicas, de formula (CgH10Os), € um polimero natural sendo um
homopolissacarideo linear em que a celobiose € a unidade repetitiva conforme mostra a

Figura 1.

OH
) HO OH 0 HO e
HO o HO C o
OH OH
OH OH

Celobiose Glicose

Figura 1: Estrutura da celulose (FENGEL E WEGENER, 1989)

Dentro das microfibrilas existem duas regides cristalina e amorfa. A regido
cristalina apresenta elevada ordem, enquanto as regides amorfas sdo menos organizadas.
As duas regides se apresentam em proporcdes caracteristicas em celulose de diferentes
materiais, em que 0 ataque enzimatico pode ser preferencial para uma das estruturas
(GAMA, 1996). Na regido cristalina, encontra-se uma fibra com maior resisténcia a
tracdo, ao alongamento e a solvatagdo; ja na regido amorfa, a fibra apresenta maior
flexibilidade (FENGEL & WEGENER, 1989).

Conforme O’Sullivan (1997), todo material amorfo é definido como o material
que e disforme ou aquele material que ndo possui forma definitiva, entretanto, a

celulose amorfa provavelmente ainda pode ter algum grau de ordem.
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Apesar de toda a simplicidade quimica, existe uma gama de formas muito
complexas da celulose, devido, principalmente sua origem e 0s processamentos
tecnoldgicos subsequentes aos quais a biomassa celuldsica foi submetida. A descricéo
destes substratos inclui propriedades como o tamanho, a porosidade, a forma, a area
superficial, a associacdo com os compostos ndo celuldsicos, a conformagdo molecular e
cristalinidade, sendo eles todos muito importantes para o processo de hidrolise
(BEGUIN & AUBERT, 1994).

3.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede celular das
plantas mas principalmente nas camadas primarias e secundarias que estdo intimamente
associadas a celulose e lignina (RABELO, 2010).

A xilana é o principal polissacarideo das hemiceluloses, que sdo
heteropolissacarideos ligados por B-1,4 de residuos de D-xilanopiranosil com
ramificaces arabinosil e/ou acetil, dependendo do material em que € encontrado. No
caso de algumas madeiras, como o Eucalipto e bétula, as xilanas chegam a corresponder
de 20 a 35% do peso seco da biomassa e o grupo substituinte é o O-acetil-4-O-
metilglucuranoxilana, em madeiras moles como o Pinos, varios cereais e gramineas é o
arabino-4-O-metilglucuranoxilana, que ira corresponder a cerca de 8% de biomassa seca
(HALTRICH et al., 1996; WONG et al., 1988).

As hemiceluloses se diferem da celulose principalmente por sua constitui¢éo
em diferentes unidades de agUcares, formando cadeias bastante ramificadas e curtas
(RABELO, 2010). A Tabela 1 apresenta algumas diferencas entre hemicelulose e

celulose.

Celulose Hemicelulose

Possui unidades de glicose ligadas entre si. Unidades variadas de agUcares.

Grau de polimerizacao elevado Grau de polimerizacdo baixo
Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso
Forma regides amorfas e cristalinas Formam apenas regides amorfas
E insoltvel em alcali E soltvel em alcali

Tabela 1: Diferenca entre celulose e hemicelulose (Bianchi, 1995).
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3.1.3. Lignina

A lignina é a substancia polimérica mais abundante nas plantas depois da
celulose e cabe a ela conferir rigidez a parede das células. Na madeira, por exemplo, age
como agente de ligacdo permanente as células, gerando assim uma estrutura com alta
resisténcia a impacto, compressdo e dobra. Além de tudo isso, ela também esta
diretamente ligada ao transporte interno de &gua, nutrientes e metabdlitos (BRITOW &
KOLSETH, 1986).

Durante o crescimento do vegetal, a lignina € incorporada, sendo composta
basicamente de unidades de fenilpropano que formam wma molécula tridimensional e
amorfa. Os monémeros que formam a lignina sdo chamados de &lcoois cumarilicos, que
sdo diferenciados entre si pelas substituicdes que apresentam no anel aromatico
(RABELO, 2010). A Figura 2 mostra os precursores primarios para a formacdo da

lignina.

CH:OH CHaOH CHa OH CHzOH
I I |
CH CH CcH CH
1l ] [l Il
CH CH CH CH
E—
OCH; CHaD ! OCHs
OH OH CH
a b c d

Figura 2: Derivados do alcool cindmico (a): alcool trans-p-cumarico (b), alcool trans-
coniferilico (c) e alcool-sinapilico (d), s@o os precursores primarios na formagdo da lignina no processo
de polimerizacdo desidrogenativa (FENGEL e WEGENER, 1989).

3.1.4 Outras Substancias

Existem varias outras substancias que ndo sdo parte da parede celular e estdo
presentes na biomassa lignoceluldsica, sendo soluveis em solventes neutros. Cerca de 4-
10% do peso seco da madeira compreendem compostos sollveis em solventes neutros
ou fracBes de extraiveis, incluindo grande variedade de terpenos, que sdo polimeros de
isopreno; as resinas, na qual se encaixam varios compostos ndo volateis como 0leos,
acidos graxos, alcoois, resinas acidas, fitosterol, dentre outros; e os fendis, que por sua

maioria sdo representados pelos taninos (RABELO, 2010). Dentro desta fracao
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podemos encontrar também alguns carboidratos de baixo peso molecular, alcaloides e
lignina soluvel (KLINKE et al., 2004)

3.2. Brachiaria brizantha cv marandu

Pertencente a familia Poaceae e género Brachiaria, e tida como espécie
denominada de brizantha e cultivar chamada de marandu, e com nomes populares como
braquiardo e brizantdo, a Brachiaria brizantha (Host ex A.Rich.) STAPF. cv. Marandu
(CIAT 6294 — IRI 822 — BRA 000591) foi originalmente encontrada em uma regiao
vulcanica da Africa, em que os solos apresentam bons niveis de fertilidade, com 700mm
anuais de precipitacdo pluviométrica e aproximadamente 8 meses de seca (RAYMAN,
1983). Na figura 3, encontra-se o capim e a semente de Brachiaria brizantha cv.

marandu.

Figura 3: Semente e planta Braquiaria brizantha cv. marandu.

Planta cespitosa, muito robusta, com alturas entre 1,5 a 2,5 m, possuindo
colmos iniciais prostrados, mas produzindo afilnos predominantemente eretos. Seus
rizomas sdo muito curtos e encurvados. Colmos floriferos eretos, frequentemente com
afilhamento nos nds superiores, que subsequentemente leva a proliferacdo de
inflorescéncia, especialmente quando submetidos a corte ou pastejo, bainhas pilosas e
com cilios nas margens, geralmente mais longas que os entre-nds, escondendo assim 0s
nos, que confere assim a impressdo de haver densa pilosidade nos colmos vegetativos.
Inflorescéncias de até 40 cm de comprimento, encontrando normalmente com 4 a 6
racemos, bastante equidistantes ao longo do eixo, que medem de 7 a 10 cm de
comprimento, mas que podem chegar a 20 cm nas plantas que possuem maior vigor.

Espiguetas unisseriadas ao longo da raque, oblongas a eliptico-oblongas, possuindo de 5
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a 5,5 mm de comprimento por 2 a 2,5 mm de largura, esparsamente pilosas no apice
(VALLS & SENDULSKY, 1984).

Em pesquisa realizada pela Scot Consultoria que visitou 80 fazendas de
pecuaria com alta e média tecnologia que se encontravam na regido Sudeste e Centro-
Oeste, totalizando aproximadamente 250,0 mil hectares, foi constatado que 58,2% dos
pastos estdo ocupados com Brachiaria brizantha cv. Marandu conforme disposta na
Figura 4.

Massax; 2 50% Ruzizienses; 1 50%

Piata: 3.10%

fanzimia, 3 80%

Decurmbens. & 50%

Humidiccla, 610%

MG.5; 6,70%

Marandu; 58 20:%

Figura 4: Participacdo em areas dos capins coletados em 80 fazendas distribuidas por 250 mil

hectares. Fonte: Scot Consultoria, 2013.

Sdo gramineas consideradas perenes, com grande produtividade, resistentes ao
estresse hidrico, podem se desenvolver em condi¢Ges de sombreamento, com boa
tolerdncia a temperaturas baixas, porém apresentam intolerancia a solos com déficit de
drenagem e necessidade de fertilidade para o seu desenvolvimento (BOGDAN, 1977).

Apds avaliar alguns capins do género Panicum, Coan et al. (2001) encontrou
teores de hemicelulose de 29,7% presentes no capim mombaga e 29,5% no capim
tanzania, ja para os teores de lignina encontrados foram de 7,4% e 7,8%,
respectivamente, para o capim mombaca e tanzania. Para os teores de celulose foram
encontrados 35,3% para 0 capim mombaca e 35,9% para 0 capim tanzénia, mostrando
pequena diferenca existente entre os teores de hemicelulose, lignina e celulose nas

gramineas estudadas.
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4. ETAPAS DE PRODUGAO DO ETANOL DE 22 GERAGAO

Devido & complexa associagdo de lignina com as hemiceluloses e a celulose
presentes no material lignoceluldsico, o isolamento da lignina a partir desta biomassa
lignoceluldsica é um trabalho bastante desafiador. Muitas abordagens foram feitas,
incluindo a extracdo alcalina, o fracionamento com solventes orgénicos, hidrélise a
partir da explosdo de vapor e até o uso de enzimas tém sido aplicados para isolar as
ligninas dos materiais lignocelulosicos tanto em escala laboratorial quanto para escalas
industriais (KUMAR et al., 2009).

O processamento da lignocelulose consiste em quatro etapas: pré-tratamento,
hidrélise, fermentacdo e purificacdo/separacdo. O pré-tratamento é a etapa inicial e
permite alterar a estrutura da biomassa celul6sica para permitir que as enzimas possam
transformar os carboidratos poliméricos em acUcares fermentaveis, sendo uma das

etapas mais onerosas do processo (MOSIER et al., 2005).

5. PRE-TRATAMENTO

As etapas de pré-tratamento tém a finalidade de remover a lignina e
hemicelulose, aumentar o teor de aclUcares fermentaveis, além de serem
economicamente viaveis, prevenir ou impedir a formacéo de compostos inibidores dos
processos de hidrdlise e fermentacdo, e minimizar a degradacdo dos carboidratos. Em
geral, os pré-tratamentos utilizam aquecimento direto como maneira para aumentar o
rendimento do processo e diminuir o seu tempo de duragdo. Contudo, o0 aquecimento
direto é relativamente lento e ineficiente, pois depende da condutividade térmica dos
materiais envolvidos. O aquecimento por micro-ondas permite maior controle sobre a
temperatura e economia de energia, por ser um método de aquecimento por
acoplamento direto da energia das micro-ondas com as moléculas envolvidas (XUE et
al., 2012).

O pré-tratamento é uma das ferramentas importante para a pratica de processos
de conversdo de celulose dos materias lignocelulésicos. Sendo necessario para
modificar a estrutura da biomassa celulésica tornando a celulose mais acessivel para que
as enzimas convertam os polimeros de carbono em agucares fermentaveis tal como

representado no diagrama esquematico da fig. 5 (MOSIER et al., 2005).
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Figura 5: Quebra do material lignocelulésico ap6s auxilio do pré-tratamento (MOSIER et al., 2005)
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5.1 Hidrdlise enzimética e Fermentacéo

No Geral, as enzimas celuloliticas pertencem as O-Glicosil hidrolases, um
grupo difundido de enzimas que sdo responsaveis pela hidrolise das ligacdes
glicosidicas entre dois ou mais carboidratos, ou entre um carboidrato e um néo
carboidrato. Geralmente as celulases sdo classificadas em duas classes:
celobiohidrolases (CBH), que sdo chamadas também de exo-1,4-B-D-glicanases, e
endo-1,4-B-D-glicanases (EG), baseado em suas especificidades em relacdo ao
substrato, ou seja, pela afinidade para as extremidades ou interior das cadeias de glicose,
respectivamente. Porém ha uma terceira classe de enzimas que trabalham juntamente
com CBH ¢ EG, que sdo as B-glicosidases (BG). Estas enzimas ndo sdo referidas como
celulases “reais” ja que seu papel ¢ hidrolisar as ligacdes glicosidicas de
oligossacarideos soluveis ou celobiose, ndo atuando na celulose propriamente dita
(RABELO, 2010).

Normalmente, as hidrdlises enziméticas permitem um rendimento de produgéo
de acgUcares em torno de 20%. Entretanto, usadas em conjunto com etapas de pré-
tratamentos, tais rendimentos podem atingir até cerca de 90% dos acucares disponiveis
(OGEDA & PETRI, 2010).
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Em relagdo a hidrolise, os meios utilizados sdo &cidos ou enzimas. Os
processos acidos se mostram eficientes e relativamente baratos, porém acabam por gerar
grandes quantidades de inibidores de fermentacdo, devido a parte que acaba por ser
degradada da glicose, hemicelulose e lignina, diminuindo a quantidade de alcool
produzido no final do processo fermentativo. Por este motivo, a sacarificagdo
enzimética tem sido um dos grandes objetivos de varios estudos no mundo todo, uma
vez que proporciona elevado rendimento, é realizado a pressdo ambiente e temperaturas
moderadas (45-60°C), e ndo forma subprodutos que poderdo inibir o processo
fermentativo (LEATHERS, 2003; RILEY, 2002; SZCZODRAK & FIEDUREK, 1996;
WYNAM, 1999).

Segundo Eklund et al. (1990), para o processo de hidrolise enzimatica ser
eficiente, primeiramente a biomassa lignoceluldsica deve ser pré-tratada para facilitar a
acessibilidade das enzimas. Durante o pré-tratamento, a hemicelulose pode ser
hidrolisada separadamente da celulose, pois possuem estruturas diferentes. Para a
hidrolise da celulose se deve utilizar as enzimas celulases, que por ser um mecanismo
mais suave produz uma quantidade menor de subprodutos, resultando em um alto
rendimento de agUcares fermentaveis.

A celulose pode ser hidroliticamente quebrada em glicose, enzimaticamente ou
qguimicamente, por meio de celulases ou por acido sulfarico e outros acidos. Glicose,
galactose e manose sao acucares de seis carbonos (hexoses), facilmente fermentados em
etanol por muitos organismos que ocorrem naturalmente, mas as pentoses, xilose e
arabinose (contendo apenas cinco atomos de carbono) sdo fermentados em etanol por
algumas estirpes nativas, e, geralmente, com baixo rendimento (GONG, 1983).

Para a conversdo de hexoses em etanol, a Saccharomyces cerevisiae é um dos
microrganismos que possuem melhor relacdo custo/beneficio na producéo de etanol de
diferentes fontes, pela alta eficiéncia na fermentacdo de hexoses a etanol, por possuir
tolerdncia a variacdo de pH e aos compostos inibitérios presentes na biomassa

lignocelulésica apos o pré-tratamento (KLINKE et al., 2004).
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo deste trabalho é estudar/avaliar a viabilidade da associagdo entre o
pré-tratamento quimico alcalino e a radiacdo de micro-ondas para a producdo de

bioetanol combustivel a partir Brachiaria brizantha cv marandu.

Especificos

- Determinar o teor de extraiveis, celulose, hemicelulose e lignina no material
lignocelul6sico selecionado: variedade local de graminea (Brachiaria brizantha cv.
marandu).

- Avaliar o efeito da concentracdo de hidroxido de sodio sobre o material
lignocelulésico, em particular, sobre o teor de celulose.

- Avaliar o efeito do tempo e da poténcia da radiacdo de micro-ondas em meio
alcalino sobre o material lignocelulésico, em particular, sobre o teor de celulose.

- Otimizar as condi¢des do pré-tratamento quimico auxiliado por micro-ondas
para a producdo de bioetanol por hidrdlise enzimatica, para o material lignocelulésico
selecionado.

- Avaliar a quantidade de acgucares redutores produzidos por hidrolise

enzimatica ap0s o pré-tratamento quimico para a Brachiaria brizantha cv. marandu.
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USO DE PRE-TRATAMENTO ALCALINO ASSOCIADO COM
RADIACAO DE MICRO-ONDAS SOBRE BRACHIARIA BRIZANTHA CV.
MARANDU PARA A PRODUCAO DE ETANOL

Resumo: Os biocombustiveis de segunda geracdo possuem potencial superior
aos muitos da primeira geracdo de biocombustiveis em termos de balancos de energia,
reducao de emissdo de gases de efeito estufa, exigéncia do solo e competicdo pela terra,
alimentos, fibras e 4gua. O objetivo do trabalho € o estudo da viabilidade da associacédo
entre o pré-tratamento quimico alcalino e a radiagdo de micro-ondas para a producéo de
bioetanol combustivel a partir da Brachiaria brizantha cultivar marandu. O material
lignoceluldsico apresentou 6timos resultados quando submetidos ao pré-tratamento,
obtendo quantidades de celulose trés vezes maiores (64,65%) em relacdo ao material
sem pré-tratamento (22,8%) e com a deslignificacdo de 67,3%, sugerindo que a
associacao entre a radiacdo de micro-ondas e o pré-tratamento alcalino apresenta um
grande potencial para a producdo de bioetanol. A quantidade méaxima liberada de
acUcares redutores totais (g L™) obtida com o pré-tratamento alcalino associado a
radiacdo de micro-ondas foi igual a 14,09 g L™}, enquanto o material sem pré-tratamento
atingiu 8,95 g L™.

Palavras-chave: biocombustiveis, lignocelulésicos, agucares
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Abstract: The second-generation of biofuels have higher potential than many of the
first generation biofuels in terms of energy balance, reducing the emission of
greenhouse gases, soil requirements and competition for land, food, fiber and water. The
objective is to study the feasibility of association between the alkaline chemical
pretreatment and microwave radiation for the production of bioethanol fuel from
Brachiaria brizantha cultivate marandu. The lignocellulosic material showed excellent
results when subjected to pre-treatment , obtaining amounts of cellulose three times
higher (64.65%) compared to the material without pre-treatment (22.8%) andwith a
67.3% of delignification, This suggests that the association between the microwave
radiation and alkaline pre-treatment shows great potential for the bioethanol production
of bioethanol. The maximum amount of total reducing sugars released (g L™) obtained
with the alkaline pre- treatment followed by microwave radiation was equal to 14.09 g

L, whereas the material without pre-treatment reached 8.95 g L™.

Key words: Biofuels, Lignocellulosic, Sugars
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1. INTRODUCAO

A importancia do etanol esta aumentando por causa de uma série de razdes, tais
como o aquecimento global e as mudancas climéticas. O bioetanol vem recebendo
grande interesse a nivel internacional, nacional e regional. O etanol tem potencial como
um substituto valioso da gasolina no mercado de combustiveis de transporte (SARKAR
etal., 2012).

Com esta problematica os biocombustiveis surgem como alternativa viavel e
podem substituir as dependéncias do petréleo como fonte de combustivel para veiculos.
No Brasil a cana-de-agUcar é a cultura que possui maior destaque na produgéo de etanol
combustivel, competindo com a producédo de acglcar no pais, ficando assim o etanol em
segundo plano porque os donos de usinas sucroalcooleiras ditam os precos no mercado
interno tanto na producdo de agUcar, quanto na do etanol (KOHLHEPP, 2010).

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) o conceito de biocombustiveis sdo todos aqueles que derivam de biomassa
renovavel que podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de
petréleo e gas natural em motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia.
Os dois principais biocombustiveis liquidos que sdo utilizados no Brasil sdo o etanol
extraido de cana-de-agUcar e, em escala crescente, o biodiesel, que € produzido a partir
de gorduras animais ou de Oleos vegetais e é adicionado ao diesel de petroleo em
proporcoes que podem variar (ANP, 2012).

Os biocombustiveis de segunda geracdo possuem potencial superior aos muitos
das primeiras geracOes de biocombustiveis em termos de balancos de energia, redugéo
de emissdo de gases de efeito estufa, exigéncia do solo e competicdo pela terra,
alimentos, fibras e dgua. O principal motivo pela qual ainda ndo tenham sido de fato
colocados para a comercializagcdo, apesar do seu potencial muito grande, é que as
tecnologias de producédo envolvidos ndo sdo tecnicamente comprovadas em escalas

comerciais e 0s custos estdo significativamente mais elevados do que os de primeira
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geragdo de biocombustiveis. Portanto, ainda ha muito trabalho a ser feito para a
melhoria dos processos existentes e para o desenvolvimento de novas tecnologias
eficientes (PEREGO & BIANCHI, 2010).

Os capins do género Brachiaria sdo atualmente 0s que apresentam maior
expressdo no quadro de pastagens cultivadas no Brasil, e chegam a ocupar cerca de 60
milhdes de hectares, com o principal intuito de servir de alimentagdo para o rebanho
brasileiro de bovinos de corte. Entre as diversas espécies desse género, destacam-se a
Brachiaria decumbens e a Brachiaria brizantha, que juntas ocupam mais da metade da
area com pastagens cultivadas do pais (ALMEIDA, 2003). A utilizacdo de espécies e/ou
cultivares de Brachiaria foi proporcionada pelo conjunto de caracteristicas que tonaram
esta cultivar a melhor em relacdo ao custo/beneficio. Este fato ocorre pela adaptacdo a
condicdes adversas de solo e clima, principalmente, pela adaptacdo a solos com baixa e
média fertilidade, além de apresentarem producbes satisfatérias de forragem
(FAGUNDES et al., 2005).

Em geral, 0 processo biologico de conversdo de biomassa lignoceluldsica em
etanol envolve: (1) pré-tratamento, que se faz necessario para remover a lignina e
hemicelulose e com isso poder disponibilizar celulose, (2) a despolimerizacdo de
polimeros de carbono hidratado auxiliado por um complexo de enzimas de celulase para
liberacdo de acucares livres, (3), o processo fermentativo de aclcares hexoses e/ou
pentoses para produzir etanol, (4) destilacdo do etanol (CANILHA et al., 2012).

Segundo Peng et al. (2013) quando comparado com aquecimento de
conducdo/conveccgdo, que basicamente se da por transferéncia superficial de calor, a
irradiacdo de micro-ondas usa o capacidade de interacdo direta entre o objeto e a
biomassa aplicando um campo eletromagnético para criar calor. A irradiacdo de micro-
ondas foi aplicada com sucesso no pré-tratamento da biomassa causando a
fragmentacéo e inchaco, degradando a lignina e a hemicelulose na biomassa (CHEN et
al., 2011). Para libertar mais monossacarideos e aclcares redutores, a adicdo de
produtos quimicos, alcalinos e/ou acidos, no pré-tratamento de algumas biomassas
juntamente com a irradiacdo do micro-ondas era necessario, tais como bagago de cana-
de-acucar, capim zebra, sorgo, palha de trigo (PENG et al., 2013).

Neste trabalho foi utilizado o preé-tratamento alcalino, que é usado para separar
a lignina da biomassa lignocelulésica (BINOD et al., 2012). A associagdo do pré-

tratamento alcalino com a radiagdo de micro-ondas foi investigada, objetivando a
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obtengdo de maiores teores de celulose para posterior transformacdo em etanol de 22

geragdo e melhor aproveitamento do material lignocelulésico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizagdo do material lignocelulésico

Porcbes do material lignocelulésico de uma variedade local de graminea
(Brachiaria brizantha cv. marandu), foram obtidas junto a produtores da regido de Rio
Verde - GO em marco de 2012 e lavadas em &gua corrente para remover quaisquer
sujidades e secas em estufa com circulagio forcada de ar, a 40 °C, até massa constante.
Entdo, foram trituradas até a obtencdo de um p6 homogéneo e armazenadas em sacos
plasticos, sob refrigeracdo, até o seu uso. As determinacGes dos teores de celulose,
hemicelulose e lignina foram feitas conforme a metodologia relatada por Lin et al.
(2010) e Li et al. (2004).

A influéncia da associacdo entre a radiacdo de micro-ondas e a etapa de pré-
tratamento quimico alcalino foi investigada através de um planejamento fatorial em dois
niveis com um controle, considerando como variaveis a concentracdo do alcali, a razdo
liquido/sélido, o tempo de irradiacdo e a poténcia da radiagdo de micro-ondas conforme
a Tabela 1.

Concentragdo Razdo L/S Tempo Poténcia
Exp. (E) (0,5-5%) (50-250mL) (10-60min) (10-20%)
Bruto - - - -

El 0,5 50 10 10
E2 0,5 50 10 20
E3 0,5 50 60 10
E4 0,5 50 60 20
E5 0,5 250 10 10
E6 0,5 250 10 20
E7 0,5 250 60 10
E8 0,5 250 60 20
E9 5 50 10 10
E10 5 50 10 20
E11 5 50 60 10
E12 5 50 60 20
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E13 5 250 10 10
El4 5 250 10 20
E15 5 250 60 10
E16 5 250 60 20

Tabela 1: Planejamento fatorial do pré-tratamento quimico alcalino associado a radiacdo de micro-ondas.

Porcdes do pd lignocelulésico foram tratadas com hidréxido de sédio em
concentragdes de 0,5 e 5% (m/v), e razdes de 10:1 e 50:1 (v/m) entre a solucéo alcalina
e 0 po lignoceluldsico e submetidas a radiacdo de micro-ondas em diferentes poténcias
(10% e 20%), e tempos (10 e 60 minutos, sendo um minuto irradiando e um minuto em
descanso). ApoOs o tratamento, a mistura foi filtrada e os residuos sélidos foram
analisados para determinacgdo da sua composicao e caracterizagdo morfoldgica.

Com o método de espectroscopia de infravermelho foi possivel determinar a
cristalinidade da celulose, bem como diferenciar a celulose amorfa da celulose
cristalina, além de poder observar o comportamento dos outros componentes da
biomassa (hemicelulose e lignina), para isso, foi utilizado o modelo FTIR-UATR-NIRA
Frontier PerkinElmer.

2.2. 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 condic6es
normais de 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 30mA.

Para a determinacdo da cristalinidade do material lignocelulésico um dos
métodos utilizados foi o método de raio-x na biomassa expresso pelo indice de
cristalinidade (CRI), a qual foi determinada pela equacdo descrita por Segal et al.
(1959):

Crl =100 x [(looz — lamorphous) /loo2] (1)

Em que loo2 € a intensidade da parte cristalina da biomassa (por exemplo,
celulose), a cerca de 20 = 22,5° € 0 Iamorphous € O PiCO para a por¢do amorfa (isto é,

celulose, hemicelulose e lignina) a cerca de 20 = 18,7°, conforme relatado na literatura.
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2.3. Determinagédo dos Teores de AcUcares Redutores Totais e Atividade
Enzimatica da Celulase

Partiu-se de uma soluco padrdo de glicose (dextrose) 10,0 mg mL™, preparada
em tampdo citrato 0,05 M, sendo realizadas diluicdes de 0 a 10 mg mL™ . Em cada tubo
de ensaio foram adicionados 1,0 mL de tampdo citrato e 0,5 mL de cada uma das
solugdes de glicose, aquecidas por 60 minutos a 50°C. Posteriormente foram
adicionados a cada tubo de ensaio 3,0 mL do reagente acido dinitrosalicilico (DNS) e
fervidos a 95°C, transferidos para um banho de gelo e adicionados 20 mL de &gua para
leitura no espectrofotémetro (Bioespectro —SP-220) a 540 nm. Os teores de agucares
redutores totais foram determinados pela mesma metodologia, retirando aliquotas do
fermentado.

Para a determinacdo da atividade enzimatica foi utilizado o método de Ghose
(1987) em que consiste encontrar uma concentracdo do extrato enzimatico que libere
aproximadamente 2 mg de glicose em um tempo de 60 minutos. Desta forma, encontrar-
se-a atividade do extrato enzimatico, em Filter Paper Unit (FPUs).

As amostras foram preparadas, utilizando tampao citrato de sédio 0,05M com
pH 4,8, sendo sete dilui¢bes diferentes do extrato enziméatico comercial de celulase pura
(ns 22086), 1:20, 1:30, 1:40, 1:60, 1:80, 1:100 e 1:120.

Foram preparados em tubos de ensaio, adicionando 1 mL de tampdo citrato,
uma fita de papel de filtro Whatman n°® 1, 1xémm (50 mg), e 0,5 mL de extrato
enzimatico diluido. Foram preparados controles com o papel de filtro, com a enzima e
com o tampéo citrato separadamente. Em seguida, os tubos reacionais e controles
foram incubados em banho-maria a 50 °C, por 60 minutos. Passado o tempo de reacao,
foram adicionados 3mL do reagente DNS. Todos os tubos foram fervidos por 5
minutos, resfriados em agua gelada e adicionados 20 mL de &gua destilada. A leitura da
absorbancia foi feita em 540 nm.

Por regresséo linear e interpolacdo dos dados, foi determinada a concentragédo
da enzima a qual produz 2 mg de glicose e o calculo da atividade enzimatica foi feito

utilizando a Equagéo 2:

FPU/mL = 0,37/conc. extrato enzimatico (2

Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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2.4, Hidrdlise enzimética

A hidrdlise enzimética foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 2 g do material lignocelulésico e um coquetel enzimatico com 10 FPU da
enzima comercial, sob agitacdo constante a 150 rpm e 50 °C. A hidrolise foi
acompanhada durante 6 dias, com medida da concentragdo de agUcar diariamente, até a
sua estabilizag&o.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigéo fisico-quimica de Braquiaria Brizantha cv marandu apds o

pré-tratamento alcalino.

A caracterizacdo do material foi feita em duplicata, determinando assim a
quantidade de gorduras (extraiveis), hemicelulose, lignina e celulose presente no
material apds o pré-tratamento quimico consorciado com o micro-ondas e para o
material bruto sem qualquer tratamento. Na Tabela 2, podem ser observados 0s
valores médios e os desvios padrdes encontrados para 0s constituintes majoritarios

do material lignocelulésico.

Experimento  Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Bruto 8,20+ 13 23,85+5,6 4525+ 42 22,80+0,1
El 1,80+ 0,6 2145+15 28,70+ 2.4 48,05 + 3,3
E2 2,50+0,3 17,45+ 18 30,70+ 2,4 4935+45
E3 550+0,1 2495+ 74 28,85+ 22 40,70+ 9,8
E4 165+11 33,30+ 3,1 34,50+ 0,6 30,60 + 3,5
E5 295+0,5 18,90 + 4,7 30,35+1,8 47,80+ 3,4
E6 0,85+0,2 3570+0,7 32,60+45 30,85+3,6
E7 2,95+0,2 11,60 + 2,7 40,95+6,9 4450+ 4,0
E8 1,80 +1,7 30,05+ 6,7 25,15+43 43,00+9,3
E9 2,00+0,6 31,90 +2,3 37,20+ 2,3 28,90 £ 0,6
E10 2,40 +0,7 22,05+0,6 18,60 + 8,8 56,95+74
E11 2,15%0,2 2,35+2,3 52,15+4,2 42,70 £ 6,8
E12 2,85+0,4 30,75+£5)9 15,45+ 0,5 51,00+ 5,1
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E13 2,10+£0,7 38,60 5,2 28,15+172 31,10+ 7,2
El4 2,90+0,0 31,80+ 2,3 26,65+ 5,4 38,65+ 7,7
E15 315+13 4430+ 23 4395+28 8,60 3,7
E16 3,15+1,2 17,35+2,3 14,80 £ 0,6 64,65+ 0,6

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

Quando analisados os resultados referentes a quantidade de extraiveis na biomassa
lignoceluldsica pode-se notar que no material Bruto (8,2%) a quantidade de extraiveis
estd de acordo com os resultados descritor por Klinke et al., (2004) que relata para
madeiras, a quantidade de substancias minoritarias sdo equivalentes a 4-8% e que
incluem nesta fracdo grande variedade de terpenos, que sdo polimeros de isopreno;
resinas, nas quais se encaixam VAarios compostos ndo volateis como o6leos, &acidos
graxos, alcoois, resinas acidas, fitosterol, dentre outros; e os fenois, que por sua maioria
sdo representados pelos taninos. Para os valores de extraiveis encontrados no material
lignoceluldsico pode-se perceber que os menores valores encontrados foram o E6
(0,85% + 0,2) e 0 E4 (1,65% =+ 1,1). Ressalta-se que todos os resultados observados
obtiveram reducdo nos niveis de gorduras quando comparados com o material bruto
(8,15% = 1,3), sendo duas ou trés vezes menores, em gque o menor valor encontrado foi
0 do experimento 6 (0,85% = 0,2) e 0 que extraiu menor quantidade foi o experimento
3, apresentando os maiores teores de extraiveis residuais (5,50% + 0,1).

Para a quantidade de hemicelulose na biomassa lignocelul6sica pode-se observar
valores que variaram de 2,35% + 2,3 (E11) até 44,30% + 2,3 (E15). Para hemicelulose o
menor resultado obtido indicou um teor de 2,35%, sendo dez vezes menor que O
encontrado no material bruto (23,85% =+ 5,6), diminuindo drasticamente a quantidade de
pentoses no material lignocellsico, destacando-se como Otimas condicBes para a
retirada de hemicelulose. J& para o E15 (44,30% + 2,3), foi observado um
comportamento oposto ao E11 e outros experimentos, pois o teor de hemicelulose
aumentou, quase dobrando, o que leva a crer que ocorreu a diminuicdo drastica de
algum ou alguns dos outros componentes, tornando a quantidade de hemicelulose
maior. O E15 apresentou comportamento diferente dos demais experimentos
observados ndo somente para a hemicelulose mas também para a quantidade de celulose

retirada do material lignocelulosico, diminuindo para 8,60% + 3,7, tendo decrescido
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pela metade quando comparado com o material bruto, quanto a isso € importante
observar a grande variacdo nos resultados.

Para os resultados referentes a lignina, nota-se em alguns experimentos o poder de
deslignificacdo do pré-tratamento quimico auxiliado por micro-ondas, destacando o
experimento 16, em que se obteve 14,80% + 0,6, porém alguns experimentos nao
obtiveram resultados expressivos como o E16, como € o caso do experimento 11, com a
maior quantidade de lignina observada (52,15% =+ 4,1), pode-se observar também que
quase todos os resultados foram menores que o do material bruto (45,25% + 4,2). O E16
(14,8% + 0,6) obteve melhor resultado em relagéo a lignina, sendo trés vezes menor que
0 material bruto, ou seja, conseguiu-se a deslignificacdo de 67,3%, que pode facilitar a
atuacdo das enzimas sobre a celulose presente no material. O experimento E11 foi o
unico em gue a quantidade de lignina sofreu um pequeno acréscimo (52,15% =+ 4,2),
isso se deve a grande quantidade de hemicelulose retirada da biomassa lignoceluldsica
ficando com apenas 2,35% + 2,3 da mesma, e preservando a lignina no material.

Chaudhary et al. (2012) utilizaram varios pré-tratamentos alcalinos, principalmente
hidroxido de sédio, em concentragdes de 1, 2, 4 e 7% (m/v) a 30°C deixados por 12, 24
e 48 horas para deslignificacdo da Saccharum spontaneumat, uma graminea encontrada
na Asia, e obteve 0 maximo de 47,8% de deslignificacdo utilizando 7 % de NaOH em
solucdo aquosa, por 48 h e carga de 10% da biomassa, corroborando com os resultados
deste trabalho quando comparados o total de deslignificacdo da Brachiaria brizantha
cv. Marandu que foi cerca de 67,29%, evidenciando a maior eficiéncia na remocéo da
lignina para o pré-tratamento alcalino associado a radiagdo de micro-ondas; através de
concentracdes alcalinos menores (5%), e tempos de pré-tratamento também
comparativamente reduzidos (60 minutos).

Analisados os resultados referentes a celulose, observa-se grande perda de celulose
no experimento 15, com o menor valor médio encontrado (8,60% =+ 3,7). A comparagao
com o material bruto, indica que os teores de ligina, extraiveis e celulose reduziram
bastante, enquanto a hemicelulose foi preservanda, causando a sua elevagéo relativa (de
23,85% para 44,30%). Apds o estudo de caracterizagdo do material e levando em
consideracdo os resultados obtidos pode-se destacar o experimento 16 que obteve a
maior quantidade de celulose evidenciada (64,65% = 0,6) sendo trés vezes maior do que
0 encontrado no material bruto (22,8% + 0,1), que teoricamente aumentaria o
rendimento de conversdo de celulose em agUcares fermentaveis e possivelmente maior

produtividade de etanol. Segundo Perego & Bianchi (2010) a digestibilidade enzimatica
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da celulose na biomassa sem pré-tratamento € baixa (<20% de rendimento) por causa
das suas caracteristicas estruturais, com isso para tornar a hidrdlise enzimatica mais
eficaz, deve-se fazer algum tipo de processo de pré-tratamento para quebrar a estrutura
cristalina do material lignocelulosico e remover a lignina para expor celulose e
hemicelulose.

Apos a analise de todos os resultados encontrados, 0 experimento 16 se destacou
quanto a diminuicao de gorduras no material (3,15% + 1,2), deslignificacdo da biomassa
(14,80% + 0,6) favorecendo a quebra do material lignocelulésico evidenciando a
celulose e hemicelulose, e preservacdo da hemicelulose (17,35% + 2,3) que
possivelmente ird gerar teores menores de inibidores como furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) para posterior hidrdlise enzimatica e, principalmente, foram
obtidos maiores teores de celulose (64,65% + 0,6), que é o foco deste trabalho. Isto
sugere que as condi¢Oes do experimento 16 sdo as melhores dentro do planejamento
fatorial usado, sendo que as condic¢des experimentais para 0 mesmo foram concentracéo
de hidréxido de sddio a 5%, razao liquido/solido 50:1, poténcia do micro-ondas ajustada
para 20% e tempo de radiacdo em 60 minutos.

Tal fato esta de acordo com resultados apresentados por Lim & Lee (2013) sobre
a utilizacdo de pré-tratamentos, em que utilizaram como matéria-prima um misto de
Pinus rigida e Pinus densiflora, que tratam de madeiras macias, juntamente com pre-
tratamentos acidos constando aumento na quantidade de celulose, de 46,36% para
55,13-64%.

Kashaninejad & Tabil (2011) utilizaram o efeito do micro-ondas juntamente com
pré-tratamentos quimicos para avaliar mudancas ocorridas em palha de trigo e cevada, e
as amostras foram imersas em agua, solucdo de hidroxido de sodio e de céalcio em
concentracdes diferentes (1 e 2 % w/v) e em seguida, exposta a radiacdo de micro-ondas
a trés niveis de poténcia (295, 603 e 713 W) e concluiram que amostras de palha de
trigo e cevada pré-tratados pela técnica micro-ondas/alcalino tiveram menor
hemicelulose, lignina e celulose do que as amostras ndo tratadas, indicando que o pré-
tratamento micro-ondas/alcalino desintegra a estrutura do material lignocelulésico,
dissolvendo os componentes, contradizendo com resultados apresentados neste trabalho,
neste caso a retirada da lignina, extraiveis e hemicelulose aconteceram em maiores
guantidades, aumentando os teores relativos de celulose no material, como observado
no E16, em que a quantidade de celulose no capim pré-tratado (64,65% = 0,6) foi trés

vezes maior do que a encontrada no material sem tratamento (22,8% =+ 0,1),
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evidenciando a seletividade do pré-tratamento alcalino associado a radiacdo de micro-
ondas na deslignificacdo do material lignocelulésico.

Pode-se afirmar que para os extraiveis quando houve aumento da concentracao do
hidroxido de sddio de 0,5 para 5%, bem como do tempo de irradiacdo de micro-ondas
(de 10 para 60 minutos) resultou em menor extracdo dos materiais apolares, sendo
0,16% e 0,8%, respectivamente. J& o aumento da razdo liquido/solido (0,2%) e da
poténcia do micro-ondas (0,6%) causaram maior liberacdo dos materiais extraiveis e

uma pequena variagao nos teores médios dos extraiveis, conforme mostra a Tabela 3.

Extraiveis Hemicelulose Lignina Celulose
Médias Gerais 2,6% 25,8% 30,5% 41%
Concentracéo -0,16% -3,2% +1,9% +1,5%
Razdo Solido/Liquido +0,2% -5,5% + 0,4% +4,9%
Tempo -0,8% +2,9% -2,9% +0,7%
Poténcia +0,6% -3,1% +11,5% -9,1%

Tabela 3: Valores médios e Efeitos principais calculados para os resultados da Tabela 2

Para os efeitos das varidveis na hemicelulose, afirma-se que quando a
concentracdo, a razao liquido/sélido e a poténcia do micro-ondas aumentam, causam
menor extracdo da hemicelulose e quando se aumenta o tempo de 10 minutos para 60
minutos se extrai mais hemicelulose, conforme mostra a Tabela 3. As médias da
hemicelulose (25,8%) variam muito quando comparadas aos 16 experimentos, iSO se
deve a grande diferenca de resultados encontrados dentro do croqui experimental, com
valores que variam de 2,35% (E11) até 44,15 (E15).

Na lignina, encontra-se grande extracdo pela alteracdo da poténcia de 10% para
20%, e com pequenos acréscimos de extracbes em razdo da mudanca de concentragdo
de hidréxido de sédio de 0,5% para 5% e razéo liquido/sélido de 10:1 para 50:1, porém
quando varia 0 tempo ha um decréscimo na extracdo (-2,9%) conforme ilustrado na
Tabela 3. Assim como para a hemicelulose, os valores médios da lignina variam
bastante, com média de 30,5%, isso se da por causa dos valores que variam de 14,80%
no experimento E16 até 52,15% no experimento E15, porém, a média encontrada para a
lignina ficou abaixo do valor médio do material bruto (45,25 + 4,2).

Na média encontrada para a celulose (41%) pode-se observar o efeito das variaveis

dentro do croqui experimental, em que os valores variaram muito, de 8,6% (E15) até
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64,65% (E16). Quando comparado ao material bruto (22,80 + 0,1) a média dos 16
experimentos ainda supera a quantidade de celulose obtida na biomassa em quase o
dobro, mostrando no geral, o quéo eficiente é o pré-tratamento alcalino auxiliado por
micro-ondas na manutencdo de celulose na biomassa. Quando se varia a razdo
liquido/solido de 10:1 para 50:1 h& um acréscimo de 4,9% de celulose na biomassa, 0
que ocorre também com a variagdo da concentracdo de hidroxido de sodio, de 0,5% para
5% ha tambem um acréscimo de 1,5% de celulose na biomassa e 0 tempo de radiacéo
no micro-ondas acrescenta 0,7% de celulose quando variado de dez minutos para 60
minutos, porém quando variado a poténcia ha perca de 9,1% da celulose, ou seja, ndo é
interessante a variagao de poténcia para obtencdo de celulose.

De acordo com Kumar et al. (2009) alguns pontos da reta de espectroscopia
devem ser analisados para que o estudo do material lignocelulésico pré-tratado mostre
os efeitos nos compostos analisados.

A Figura 1 mostra os resultados comparando a curva do material bruto com a

curva obtida pelo experimento com melhores resultados (E16).
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Figura 1: Espectrometria do material sem tratamento e 0 material com melhor resultado (E16).

Ap0s analise dos picos fornecidos pela espectrometria, pode-se observar que as
ligagbes de hidrogénio na celulose foram rompidas pelo pré-tratamento alcalino
associado a radiacdo de micro-ondas (3348 cm™) e que ha remocao da celulose pelo pré-
tratamento alcalino (2900 cm™), porem ha diminuicdo minima da lignina (1745 cm™),
também com uma pequena remocéo de lignina e da hemicelulose observada na posigédo
de banda 1720 cm™.

Quando analisado a banda 1595 cm™, observa-se que o material bruto sem

tratamento possui maior contetdo de lignina do que o material lignocelul6sico com pré-
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tratamento do hidroxido de s6dio em consércio com o micro-ondas, que também pode
ser observado para os grupos acetil (hemicelulose), em que o uso do pré-tratamento
diminui a quantidade de grupos acetil (hemicelulose) observados na banda 1245 cm™,
em conformidade com os resultados obtidos por Kumar et al. (2009) que concluiu que é
evidente que a maior remogdao de xilano resultaria em maior remogéao do grupo acetil.
Para 0o material pré-tratado também foi possivel observar a remoc¢do de celulose

amorfa conforme a banda 900 cm™,

3.2 Cristalinidade dos materiais lignoceluldsicos

Segundo Kim & Holtzapple (2006), para a biomassa real € muito dificil
determinar a verdadeira cristalinidade da celulose. Isto se deve ao fato que 0os métodos
de raios-x usados convencionalmente acabam incluindo a hemicelulose e lignina, e
também a celulose amorfa. No entanto, os pré-tratamentos termoquimicos podem alterar
a estrutura cristalina da celulose, porque acabam perturbando as ligacdes de hidrogénio
das cadeias de celulose (Mosier et al., 2005) e com isso as medi¢des do indice de
cristalinidade (CRI) por raios-x ainda séo a melhor opcdo para estimar seus impactos
sobre a cristalinidade de biomassa.

O indice de cristalinidade foi determinado para o material sem e com pré-
tratamento. A Figura 2 mostra os difratogramas de intensidade dos picos em funcgéo do
angulo de Bragg 260 para a Brachiaria brizantha cv. marandu pré-tratada com solugédo

alcali e irradiacdo de micro-ondas e do material bruto.
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Figura 2: Difratograma para a Braquiaria brizantha cv. marandu bruto e com o melhor pré-
tratamento.
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Para a Brachiaria brizantha cv. maradu foi encontrado um indice de
cristalinidade da celulose (CRI) de 31,3% para o material bruto e de 22,0% para o
material com maiores quantidades de celulose (E16), que corrobora com os resultados
obtidos por Kumar et al. (2009), que observaram a diminuicdo na cristalinidade do
material conforme o pH aumentava, ou seja, quando usado o pré-tratamento alcalino a
cristalinidade diminuia e quando se usava o pré-tratamento &cido a cristalinidade
aumentava, com isso, para o material sem tratamento foi determinado um CRI de 49,9 e
com o pré-tratamento alcalino houve a diminuicdo para 47,9, em experimento
conduzido sobre a planta denominada de &lamo, pertencente a familia Salicaceae
encontrada em regides de clima temperado préximo a péntanos. Nesta mesma
perspectiva Laureano-Perez et al. (2005), também obteve diminuicdo na cristalinidade
para a palha de milho quando submetido ao pré-tratamento alcalino, diminuindo de 50,3

para 36,3.

3.3. Determinacdo dos Teores de AcUcares Redutores Totais e Atividade
Enzimatica da Celulase

Para a curva de calibracdo da glicose foi encontrada a equagdo y = 0,1376x -
0,0119, com o R2 = 0,9955.

Com os resultados de absorbancias das solu¢des padrdo, foi construido um gréfico
de absorbancia em funcdo da massa de glicose e se obteve a equacdo usada para
encontrar a massa de glicose liberada em 60 minutos.

Para a enzima celulase comercial, foi encontrada a atividade enzimatica igual a
35,8 FPU mL™, que foi utilizada para os calculos dos teores enzimatico necessarios para
as etapas de hidrdlise.

Para a enzima [-glicosidase ndo foi feita a determinacdo de FPU, segundo o
fabricante das enzimas, para a mistura com a celulase basta adicionar a razdo de 4% v/v

em relagéo a celulase.

3.4. Hidrdlise enzimética

Para a hidrolise enzimatica do material lignocelulésico, foi utilizado cerca de 5
FPU por grama de material lignocelulésico. Foi selecionado o material com maior teor
de celulose e menor de lignina, (experimento 16) e também foi realizada a hidrélise

sobre o material bruto para comparacao.
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Ap0s o pré-tratamento, o material foi filtrado, lavado e seco. Cerca de 2 g do
material foram pesados e acrescentados 100 mL de tampdo citrato. Em seguida, foram
adicionados cerca de 0,280 mL de celulase (ns22086) que corresponde
aproximadamente a 10 FPU, e foi misturado a 0,010 mL de B-glucosidade, no qual
corresponde a 4% v/v da celulase adicionada e mantidos em banho-maria a 45 °C e
agitacdo constante.

A hidrolise enzimatica foi acompanhada por 6 dias, com coletas diarias de
aliquotas para quantificacdo dos acucares liberados. Observou-se que nas primeiras 24
horas as enzimas conseguiram obter quase que o maximo de acglcares possiveis
conforme mostra a Figura 3, e a quantidade maxima liberada de agUcares redutores (g L’
1) foi obtido no sexto dia que chegou a 14,09 g L™ no experimento 16 e para o Bruto foi
de 8,95 g L™ obtidos também no sexto dia, levando a dizer que ap6s o pré-tratamento
alcalino auxiliado pelo micro-ondas, dobrou a quantidade de aclcares no meio.
Corroborando com estudos feitos por Silva & Cruz (2010) que apdés tratar o bagaco de
cana-de-acticar com &cido sulfdrico 2% (m/v), conseguiu obter 13,4 g L™ de aclcares

redutores, ficando bem préximo do encontrado neste trabalho que foi de 14,09 g L™.
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Figura 3: Teores de Aclcares Redutores Totais (g L™) produzidos pelas hidrélise enzimatica de
Brachiaria Brizantha

Nos resultados encontrados por Chaudhary et al. (2012), em que foi utilizado
pré-tratamento com amoénia em uma graminea, Saccharum spontaneumat, e posterior
hidrélise com &cido sulfdrico tratados com concentracGes diferentes, isto €, 30%, 40%,
50%, 60% e 70% (v/v) de acido sulfurico por 2, 4 e 6 horas para solubilizar a celulose

polimérica e hemicelulose em 30 °C com 10% (w/v) de carga de biomassa, foram
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encontrados resultados inferiores aos descritos neste trabalho, em que a melhor hidrélise
acida descrita que foi a de 60% (v/v) de acido sulfurico por 4 horas obteve apenas 8,96
g L™ de aglcares redutores totais, sendo quase a metade do que foi encontrado neste
trabalho (14,09 g L™).
Carvallho et al. (2011) também utilizou a Braquiaria brizantha cv. marandu para
seus trabalhos utilizando pré-tratamento com solucdo de &cido sulfarico 1,5% vlv, e
foram utilizados 7,5 mL e a amostra foi mantida por 30 minutos em autoclave a 121 °C.
Para a etapa de hidrélise enzimatica foi utilizado um extrato enzimatico comercial
(Novozymes, 200 FPU mL™), composto de celobiase, exo e endo-glucanases, e para
cada grama de biomassa (peso seco) foram adicionados 20 FPU, a hidrolise foi realizada
em erlenmeyers de 250mL, durante 18 horas. Neste trabalho foi possivel atingir
concentracdes de aproximadamente 26 g L™ de glicose a partir da biomassa pré-tratada,
que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho, a quantidade de agucares
pode ter sido menor por causa da quantidade de enzimas no meio, sendo a metade da
utilizada por Carvalho et al.
Para Pacheco et al. (2012) foi utilizado para avaliacdo e determinacdo das
condicGes 6timas de hidrolise enzimética para a Braquiaria brizantha, 30, 60, 120 e 240
FPU do extrato enziméatico comercial Cellic®CTec2 (Novozymes) por grama de
substrato seco, e se obteve resultados com a mesma concentracdo de glicose ao término
da hidrélise, aproximadamente 88 g L™, em diferentes tempos, sendo a quantidade
elevada de accar obtido, uma vez que neste trabalho foi obtido. Utilizando 30 FPU g*
de material seco sd0 necessérias 72 horas de hidrélise, para 60 FPU g™ de material seco
em 56 horas a mesma conversdo é atingida. Utilizando 120 e 240 FPU g™ de material
seco, a hidrélise se completou em 48 horas, indicando o grande potencial das enzimas

utilizadas para a hidrélise de materiais lignoceluldsicos.

4. CONCLUSAO

A Brachiaria brizantha cultivar marandu pré-tratada com hidroxido de sédio e
auxiliada por radiagéo de micro-ondas, promoveu a desglinificacdo de cerca de 67%, e
promoveu a elevagéo no teor de celulose, atingindo cerca de 64%. O teor de agucares
redutores totais foram de 14,09 g L™, enquanto o material sem pré-tratamento atingiu
apenas 8,95 g L ™.
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