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RESUMO

A industria sucroalcooleira brasileira gera mais de 640 milhdes de toneladas de cana-de-agticar
anualmente e aproximadamente 180 milhdes de toneladas de bagago-de-cana. O
aproveitamento do bagaco para a produgdo de etanol de segunda geracdo pode aumentar a
capacidade produtiva nacional de etanol. Para esse proposito, € necessario quebrar a estrutura
recalcitrante da biomassa, preferencialmente aproveitando as fragdes de lignina e hemicelulose
geradas, num contexto de biorrefinaria. Neste trabalho, tratamento com solvente eutético
profundo a base de cloreto de colina e ureia foi combinado com hidrélise usando acido sulfurico
diluido para a extragdo de lignina, conversdo de hemicelulose em xilose fermentavel e
beneficiamento do bagaco pelo aumento do seu teor de celulose. O primeiro tratamento extraiu
50% da lignina presente e a biomassa deslignificada resultante, constituida de 34% de celulose
12% de lignina e 19% de hemicelulose foi utilizada para otimizac¢do da hidrélise acida através
de um Planejamento Experimental Composto Central, sendo otimizados os fatores
concentragdo de acido sulfurico e tempo de reacdo. O modelo matemadtico quadratico proposto
apresentou R>=0,94 e explicou 93,8% da variacdo dos dados experimentais, sendo
significativas as contribuigdes quadraticas do acido e tempo, a contribuigdo linear do acido e a
combinagao linear dos dois fatores, com 5% de incerteza. O ponto 6timo correspondeu a 1,1%
de 4cido sulfiirico e tempo de 59 min 24 s. O licor obtido nestas condi¢des apresentou 18 g L™!
de xilose sem a presenca de inibidores da fermentagao e o residuo final de biomassa teve o teor
de celulose aumentado para 51%, devido a remogao de lignina e hemicelulose, que passaram a
representar 16% e 8% da composicdo, respectivamente. O aumento na propor¢ao de celulose
resultou em aumento do indice de cristalinidade, que passou de 55% na amostra in natura para
58% apos extracao de lignina e 64% apo6s hidrdlise acida. Ao se aplicar as condi¢des 6timas de
hidrélise na biomassa in natura sem o tratamento com o solvente eutético, foram obtidas
praticamente as mesmas concentragdes de xilose no licor e de celulose no residuo, no entanto a
concentragdo de lignina, componente mais recalcitrante, permaneceu preservada em 24%, nao
tendo sido recuperada em separado. O tratamento combinado de extra¢do de lignina usando
DES com a hidrélise acida foi bem-sucedido em separar as fragdes, com remocao de cerca de
50% da lignina do bagago, 96% de eficiéncia de conversdao de hemicelulose em xilose de e

aproximadamente 40% de aumento no teor de celulose.

Palavras-chave: biorrefinaria; biomassa lignocelulosica; xilose;



ABSTRACT

The Brazilian sugar and alcohol industry generates more than 640 million tons of sugarcane
annually and approximately 180 million tons of sugarcane bagasse. The use of bagasse to
produce second-generation ethanol can increase the national production capacity of ethanol.
For this purpose, it is necessary to break the recalcitrant structure of the biomass, preferably
taking advantage of the generated lignin and hemicellulose fractions, in a biorefinery context.
In this work, treatment with a deep eutectic solvent based on choline chlorine and urea was
followed by hydrolysis using dilute sulfuric acid for the removal of lignin, conversion of
hemicellulose into fermentable xylose and beneficiation of bagasse by increasing its cellulose
content. The first treatment extracted 50% of the lignin present and the resulting delignified
biomass, chosen from 34% cellulose, 12% lignin and 19% hemicellulose, was used to optimize
acid hydrolysis through a Central Composite Experimental Design, optimizing the sulfuric acid
concentration and reaction time. The proposed quadratic mathematical model presented R? =
0.94 and explained 93.8% of the variation in the experimental data, with the quadratic
contributions of acid and time, the linear contribution of acid and the linear combination of the
two factors being manifested, with 5% of uncertain statistics. The optimum point corresponded
to 1.1% sulfuric acid and a time of 59 min 24 s. The hydrolyzed liquor obtained under these
conditions presented 18 g L™ of xylose without the presence of fermentation inhibitors and the
final biomass residue had its cellulose content increased to 51%, due to the removal of lignin
and hemicellulose, which now represents 16 % and 8% of the composition, respectively. The
increase in the proportion of cellulose resulted in an increase in the crystallinity index, which
went from 55% in the in natura sample to 58% after lignin removal and 64% after acid
hydrolysis. When applying the optimal conditions of hydrolysis to the biomass in natura,
concentrations of xylose and cellulose similar to those obtained in the hydrolysis of the biomass
treated with the eutectic solvent were found, however the concentration of lignin, the most
recalcitrant component, was preserved in 24%, not having been recovered separately. The
combined treatment of lignin extraction by eutectic solvent with acid hydrolysis was successful
in the separation of the fractions, with removal of about 50% of the lignin from the bagasse,
96% of efficiency of conversion of hemicellulose into xylose and approximately 40% of

increase in the content of content cellulose.

Keywords: biorefinery; lignocellulosic biomass; xylose.
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13

1 INTRODUCAO

O Brasil tem a maior producao mundial de cana-de-acucar, sendo seus principais
subprodutos etanol, ag¢tcar e energia, gerando em conjunto 180 milhdes de toneladas de bagago
de cana-de-agucar (BCA) (SOUZA et al., 2022).

Com os avancos nas legislacdes ambientais, os biocombustiveis devem gradativamente
substituir os combustiveis fosseis e o consumo de etanol pode aumentar (DUTTA et al., 2012).
A fim de aumentar produgdo de etanol, ¢ necessario investir em formas de aproveitamento do
BCA (LORENZI; ANDRADE, 2019). As biomassas vegetais em geral sdo constituidas de
celulose, hemicelulose e lignina, que juntas correspondem a até 70% da composi¢ao (JESUS et
al., 2018; JUNIOR et al., 2020).

O método para a producdo de etanol empregado em maior extensdo no Brasil consiste
na fermentacdo da sacarose presente no caldo de cana-de-agtcar. Por ser originado diretamente
de uma fonte alimenticia, este ¢ chamado etanol de primeira geragao - E1G (PALACIOS-
BERECHE et al., 2022; SOUZA et al., 2022). A celulose ¢ um polimero de celobiose,
dissacarideo de glicose, que uma vez liberada pode ser fermentada para produzir etanol de
segunda geracao — E2G. Porém, a presenga interconectada de lignina e hemiceluloses confere
ao material alto grau de recalcitrancia e dificulta a liberacdo das moléculas de celulose
(LORENZI; ANDRADE, 2019; MELATI et al., 2019).

Sao etapas cruciais na produgdo de E2G os tratamentos de diminui¢do da recalcitrancia,
como a moagem do material, a remogao da lignina e a quebra das cadeias de hemicelulose, seja
por processos fisicos, quimicos ou bioldgicos. A lignina removida pode ser aproveitada para a
fabricagdo de compostos aromaticos que hoje sdo obtidos principalmente de fontes nao
renovaveis. Ja a hemicelulose do BCA, ao ser hidrolisada, fornece xilose, passivel de
aproveitamento para produg¢ao de xilitol (MALIK ef al., 2022; MARTINS et al., 2022).

O aproveitamento sistemdtico de cada uma dessas fragdes segue o principio da
biorrefinaria, definida como ¢ uma unidade industrial que engloba um conjunto de operagdes
unitdrias e processos para recuperar e agregar valor a coprodutos e residuos (MOSCOVIZ et
al., 2018). Os tratamentos empregados com este fim podem modificar a forma como as fragdes
sao obtidas. Enquanto tratamentos usando acidos fracos diluidos por tempos curtos podem ser
muito suaves e nao tornar a celulose acessivel, o uso de acidos fortes concentrados por longo
tempo podem resultar na degradacgdo das fragdes. E necessario, portanto, otimizar as condi¢des
de tratamento da recalcitrancia (SCHMATZ et al., 2020).

Tratamentos usando acidos fortes diluidos mostraram-se simultaneamente eficientes na
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remocao de lignina e na hidrélise da hemicelulose (ULLAH et al., 2023). J4 os tratamentos com
solventes eutéticos profundos (DES) tém se destacado recentemente por serem seletivos para a
remogao de lignina. Assim, o presente estudo pretende combinar a utilizagdo de um DES para
extracdo da lignina com a utilizagao de acido forte diluido para a hidrolise da hemicelulose e
liberagdo de xilose, beneficiando o BCA pelo aumento do teor de celulose disponivel, o que

deve facilitar sua posterior fermentagdo a E2G.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cana-de-agucar

A cana-de-agiicar ¢ uma planta monocotiledonea perene pertencente a ordem
Gramineae, familia Poaceae e género Saccharum. Atribui-se que seja originaria da Asia, mas
ela ¢ bem adaptada aos climas tropicais e subtropicais, sendo uma das espécies mais eficientes
na conversao de carbono e uma das mais produtivas. Quase dois ter¢os da producao mundial de
acucar ¢ oriundo da espécie, que também ¢ a segunda principal matéria-prima para a produgao
de etanol, atras apenas do milho (RIO et al., 2015).

As plantas se desenvolvem em forma de touceira, ou seja, nascem muito proximas entre
si, formando uma moita. Sua parte aérea ¢ formada por colmos, folhas, inflorescéncias e frutos,
e sua parte subterranea por raizes e rizomas. O colmo € o caule da planta, de forma cilindrica
ou semicilindrica, caracterizado por nos e internodios regulares, conforme mostrado na Figura
1. E um material fibroso de onde que se extrai o caldo utilizado na produgio de agticar e etanol

(THOMAS et al., 2016).

Figura 1 - Morfologia do colmo de cana-de-agucar.

Internodio

Fonte: THOMAS et al. (2016).

Suas espécies estdo classificadas como: Saccharum officianarum, Saccharum
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spontaneum, Saccharum sinensis, Saccharum robustum e Saccharum barbiri. A espécie
Saccharum sin., que engloba as variedades de canas consideradas chinesas e japonesas,
apresentam colmos finos, internddios fibrosos e alongados com baixo teor de sacarose. A
espécie Saccharum barb., conhecida como cana indiana, apresenta alta porcentagem de fibra,
alto teor de sacarose e ¢ resistente ao frio. A espécie Saccharum rob., que engloba as canas
selvagens, apresenta colmos duros e lenhosos, que crescem até 10 m de altura, mas que
apresentam baixo teor de sacarose e elevada porcentagem de fibra. A Saccharum sp. contém
quantidade de sacarose menor, caules mais estreitos e mais fibrosos A espécie Saccharum off.
inclui as variedades conhecidas no Brasil como caiana, preta, roxa, cristalina, manteiga e
riscada, consideradas canas nobres por apresentar elevado teor de agucar e pequena
porcentagem de fibra, possuem sistema radicular reduzido e colmos grossos (SILVA; SILVA,
2012). Como citado, héa grande variabilidade estrutural nas espécies de cana-de-aglcar, o que

pode ser percebido na Figura 2.

Figura 2 - Aparéncia de algumas variedades de cana-de-aglcar.

Variedades hibridas de cana de aglcar sdo produzidas através de melhoramento
genético, pelo cruzamento entre gendtipos de interesse, com o intuito de aumentar
produtividade e resisténcia a pragas, para melhorar a adaptagdo aos diferentes solos, climas e
épocas do ano. No Brasil, a Rede Interuniversitdria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro (RIDESA), criada em 1990, tornou-se lider internacional no desenvolvimento
de novas variedades. As variedades hibridas produzidas sdo identificadas com as letras RB, que
significam ‘Republica do Brasil’, seguida de dois digitos referentes ao ano de cruzamento e

numeros referentes a Universidade pela qual a variedade foi liberada e ao numero especifico do



clone (RIDESA, 2010; SOARES, 2021).

2.2 Producao brasileira de cana-de-acucar e seus derivados

16

O Brasil tem a maior producdo mundial de cana-de-agucar e ¢ o segundo maior produtor

de acticar e etanol. Conforme os dados apresentados graficamente na Figura 3, na tultima

década o Brasil produziu uma média anual de 640 milhdes de toneladas de cana-de-agtcar, que

renderam em média 35 milhdes de toneladas de agucar e 30 milhdes de toneladas de etanol, dos

quais 11 milhdes foram de etanol anidro e 19 milhdes de etanol hidratado (SOUZA et al., 2022).

Figura 3 - Produgdo brasileira de cana-de-agtiicar em 10 anos.
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A Figura 4 apresenta as quantidades de agucar produzidas e exportadas pelo Brasil na

ultima década, o que corresponde em média a 40% das exportagdes mundiais desse produto. O

pais € autossuficiente na produgdo de aglicar e ndo costuma importa-lo (SOUZA et al. 2022).
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Figura 4 - Producdo e exportacao brasileira de agicar em 10 anos.
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A producdo de etanol nacional, apresentada na Figura 5, ¢ quase inteiramente destinada
ao mercado interno e ¢ elevada o suficiente para colocar o Brasil entre os paises de destaque
nesse setor, sendo o segundo maior produtor, representando 27% da producdo mundial, atrés
apenas dos EUA, que representam 55% (RFA, 2023). A Figura 5 também apresenta o volume
de importagdes e exportacdes nacionais. Depreende-se do grafico que houve relativa

estabilidade na producdo, exportagdo e importacao durante o periodo analisado.

Figura S - Producao, importagdes e exportagdes brasileiras de etanol em 10 anos.
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Fonte: Adaptado de UNICA (2020).

Barboza et al. (2022) avaliaram que os proéximos anos serdo desafiadores para o setor
sucroalcooleiro, devido ao crescente endividamento das empresas, somados aos efeitos da
pandemia de covid-19 em 2020, e pela necessidade de estar preparado para mudangas de longo
prazo, que incluem os avancos na eletromobilidade. Apontam que em 2035 o uso do etanol no
motor de combustdo interna de veiculos leves deve comecar a perder mercado para os modelos
elétricos e que apds 2040 a oferta de etanol precisa ser cada vez mais redirecionada para a
producao de petroquimicos basicos.

Além de etanol anidro, etanol hidratado e agucar, a induastria sucroalcooleira brasileira
produz também o BCA, coproduto obtido depois que a cana ¢ moida para extracdo do caldo.
Uma tonelada de cana produz entre 140 e 280 kg de BCA, j4 excluidos os 140 kg de palha que
também sdo gerados. No geral 90% desse coproduto ¢ usado para a producao de energia térmica
e elétrica na propria usina sucroalcooleira, através da combustdo em caldeiras para geracao de
vapor, podendo a energia ser também apontada como um dos coprodutos dessa industria
(SILVA, 2022). O excedente de energia produzido ¢ encaminhado para a rede de distribui¢ao,

em esquemas de cogeracao de eletricidade. Dos aproximados 191 GW da capacidade energética
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produtiva brasileira em margo de 2023, a cogeragao através de biomassas foi de quase 16,6 GW,
dos quais 0 BCA ¢ responsavel por aproximadamente 77% (ANEEL, 2023; COGEN, 2022).
A industria sucroalcooleira deve aumentar seu portfolio de produtos a fim de nao perder
espago nos proximos anos. Sao alistados como promissores a implementacao da produgao de
etanol de 2? geragdo (E2G), de biogas e de biomateriais. E2G ¢ um biocombustivel obtido por
meio da fermentacdo de agucares liberados de biomassas lignoceluldsicas, com potencial de
aumentar a producao de energia a partir de fontes renovaveis. O BCA ¢ uma biomassa
extremamente promissora para a producao de E2G, por ser abundante e pela possibilidade de
integracdo entre tecnologias de primeira e segunda geracdo no mesmo local

(DIONISIO et al., 2021).

2.3 Bagaco de cana-de-agtcar

Considerando a produ¢ao média de cana-de-agticar dos ultimos dez anos, a quantidade
de BCA gerado anualmente deve girar em torno de 90 a 180 milhdes de toneladas, dos quais
90% sao queimados nas usinas para gerar energia, restando ainda algo entre 9 e 18 milhdes de
toneladas por ano (SILVA, 2022).

As fibras de celulose, hemicelulose e lignina podem corresponder a mais de 70% da
composi¢do de biomassas em geral. Nos diferentes tipos de biomassa e a depender das
condi¢des a que tenham sido expostas durante seu crescimento e processamento, a concentragao
de celulose pode variar entre 35% e 50%, a de hemicelulose entre 20% e 35% e a de lignina
entre 10% e 25%, apds secagem. No BCA in natura, essas fibras juntas correspondem a
aproximadamente 45% da composicdo em massa. O restante constitui umidade, cinzas e
extrativos como acidos graxos, fenois, taninos, compostos nitrogenados e resinas, entre outros

(JESUS et al., 2018; JUNIOR et al., 2020; SILVA, 2022).

2.4 Celulose

A celulose ¢ a molécula organica mais abundante do planeta, sendo o principal
componente da parede celular de vegetais. Conforme representado na Figura 6, a celulose ¢
um polimero constituido de mondmeros de celobiose, resultantes da combinacdo de duas
moléculas de glicose unidas por ligacdes glicosidicas B-(1,4). Suas cadeias formam camadas
que permanecem unidas por forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio (JESUS et al.,

2018).
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Figura 6 - Estrutura da celulose.
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Devido a abundancia de grupos hidroxila, a celulose é capaz de estabelecer ligagoes de
hidrogénio intra e intermoleculares, mas apesar de as cadeias de celulose possuirem sitios de
natureza polar e hidrofilica, ela ¢ insoluvel em agua. Essa insolubilidade ¢ frequentemente
justificada pelas fortes ligacdes de hidrogénio intermoleculares, no entanto, ao analisarem
aspectos fisico-quimicos fundamentais do polimero, Medronho et al. (2012) concluiram que a
celulose ¢ significativamente anfifilica, isto €, contém regides polares e ndo polares, e que as
interacdes hidrofobicas sao importantes para entender seu padrdo de solubilidade. Para
polimeros de alto peso molecular, como ¢ o caso da celulose, mesmo uma leve anfifilicidade
pode ter um impacto significativo em suas propriedades.

No empacotamento dos cristais de celulose todos os trés grupos hidroxila da glicose
estdo localizados nas posi¢oes equatoriais do anel da glicopiranose, o que confere a diregao
equatorial um caréter hidrofilico. E na direcfo axial do anel que estdo localizados os atomos de
hidrogénio das ligagdes C-H, conferindo hidrofobicidade as posi¢Oes axiais do anel. Isto
implica na anisotropia intrinsecamente estrutural da celulose que, devido a ligacdo de
hidrogénio intra e intermolecular, forma fitas bastante planas, com lados que diferem
acentuadamente em sua polaridade (MEDRONHO ET AL., 2012).

Ao hidrolisar as ligacdes glicosidicas, moléculas de glicose e de celobiose sdo liberadas
e podem ser fermentadas para produzir E2G (LORENZI; ANDRADE 2019). No entanto, como
mostra a Figura 7, a celulose se apresenta como um nucleo com alto grau de cristalinidade
envolto em uma casca amorfa de lignina e hemicelulose, podendo a hemicelulose ser localizada
também no nucleo junto da celulose ou entre a celulose e a lignina. A lignina e as hemiceluloses
encapsulam as microfibrilas de celulose restringindo sua acessibilidade aos micro-organismos
e, portanto, atuam dificultando e at¢é mesmo impedindo que a fermentagdo ocorra

(RUBIN et al., 2008).
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Figura 7 - Estrutura recalcitrante da biomassa vegetal.
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Liga¢des de hidrogénio e ligagdes covalentes (ligagcdes éter) se estabelecem entre a
celulose e a lignina, enquanto entre celulose e hemicelulose sdo estabelecidas apenas forcas
intermoleculares, principalmente ligagcdes de hidrogénio. A abundancia de ligacdes covalentes
entre celulose e lignina varia nos diferentes tipos de biomassa, estando mais presentes em
materiais vegetais que apresentam menor rigidez, mais comumente encontradas em materiais
herbéaceos, como a cana-de-agticar, do que em materiais lenhosos (ZHANG et al., 2014).

Dessa forma, lignina e hemicelulose formam uma estrutura recalcitrante para a celulose,
isto ¢, atuam como escudo, protegendo o nucleo de celulose de ataques quimicos e bioldgicos.
A recalcitrancia € o principal empecilho da conversao da biomassa em etanol, sendo necessario
uma etapa de tratamento prévio que a diminua de modo expressivo. Formas de reduzi-la
incluem a moagem do material ou outros processos fisicos que diminuem o tamanho das fibras
e aumentam a area superficial, e a deslignificagdo, seja por processos quimicos, usando acidos,
bases, agentes oxidantes e solventes, seja por processos biologicos, envolvendo a acdo de
enzimas, bactérias, leveduras e fungos (MARTINS et al., 2022).

A digestibilidade enzimatica da celulose também pode ser afetada por varios outros
fatores, como a porosidade da biomassa, o tamanho de particula e a 4area de superficie acessivel
e a cristalinidade da celulose. A cristalinidade da celulose influencia a digestibilidade
enzimatica da biomassa porque as regides altamente ordenadas sio muito compactas e as
tornam resistentes a enzimas, acidos e absor¢ao de agua. A celulose amorfa pode ser hidrolisada

a uma taxa muito mais rapida em comparagdo com a celulose cristalina (KUMAR et al., 2020)



21

2.5 Hemicelulose

As hemiceluloses sao polissacarideos compostos por pentoses (D-xilose, L-arabinose),
hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose) e acidos urdnicos (acido D-glucurdnico e acido 4-
O-metil-glucurdnico), sendo classificadas de acordo com o aglicar que ¢ seu principal
constituinte. As hemiceluloses podem ser homopoliméricas ou heteropoliméricas € sdo mais
faceis de ser hidrolisadas do que a celulose por terem estrutura molecular mais amorfa (MALIK
et al., 2022). A eficiéncia da hidrolise enzimatica da celulose ¢ aumentada pela remogao de
hemiceluloses da biomassa (KUMAR et al., 2020).

Na Figura 8 ¢ apresentada parte da estrutura de uma molécula de hemicelulose
constituida majoritariamente de unidades de D-xilose, componente mais abundante nas
hemiceluloses oriundas de BCA. A xilose pode ser quimica ou bioquimicamente convertida em
xilitol, um edulcorante anticariogénico, cuja metaboliza¢ao nao requer insulina e que, portanto,
pode ser consumido por diabéticos (PEREIRA et al., 2020). Xilose também pode ser convertida
em etanol, através de fermentacdo utilizando cepas naturalmente capazes de metaboliza-la ou
modificando genes de cepas produtoras de etanol (MALIK et al.,2022). Trabalhos recentes
propuseram o uso de xilose para a conversao em acido xilonico, passivel de uso no préprio

tratamento da biomassa para solubilizagdo da hemicelulose (ZHU et al., 2023).

Figura 8 - Estrutura parcial da cadeia de uma hemicelulose.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2012).

Xilose

Entre os micro-organismos capazes de fermentar pentoses como a xilose incluem-se
bactérias, leveduras e fungos. Sdo géneros bacterianos com esta capacidade Klebsiella,
Aerobacter, Bacillus, Thermo anerobacter e Aeromonas. Podem ser citadas as leveduras
Spathaspora passalidarum, Pichia stipites, Pachysolen tanno philus e Candida shehatae e os
fungos Mucor, Rhizopus, Fusarium, Neurospora e Monilia. A levedura mais usada pela

industria sucroalcoleira para producdo de etanol, S. cerevisiae, ndo ¢ naturalmente capaz de
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fermentar pentoses, no entanto cepas manipuladas com a via de assimilagdo de pentose e cepas
geneticamente modificadas foram usadas para fermentacdo de E2G a partir hidrolisados

hemicelulosicos, chegando a consumir 95% da xilose presente (MALIK et al.,2022).

2.6 Lignina

A lignina ¢ a segunda macromolécula de origem vegetal mais abundante na natureza
e ¢ o componente mais recalcitrante do BCA, atuando contra a hidrolise enzimatica
naturalmente. Ela dificulta o acesso das enzimas ao nucleo de celulose, adsorve algumas
enzimas em sua superficie e desativa enzimas hidrolisantes, atrapalhando a sacarificagdo da
hemicelulose e da celulose (KUMAR et al., 2020).

Como se pode observar na Figura 9, a lignina ¢ capaz de fornecer grupos aromaticos,
passiveis de aproveitamento como matéria-prima precursora para a producdo de vanilina,
benzeno, tolueno, entre outros compostos aromaticos de interesse industrial, que atualmente
sdo obtidos a partir de fontes ndo renovéaveis (VERCOSA et al, 2019). Sua composigdo ¢
irregular e variada, constituindo-se como um material amorfo cuja estrutura quimica varia
consideravelmente dependendo da espécie de planta e das condicdes a que tenha sido exposta
durante o desenvolvimento. A eficiéncia do processo de deslignificacdo dependente tanto do

teor quanto da estrutura da lignina presente (RO et al., 2015; REZANIA et al., 2020).

Figura 9 - Estrutura parcial de uma macromolécula de lignina.

OH

Fonte: Adaptado de SOUTO; CALADO; PEREIRA JR. (2015).
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Rio et al. (2015) identificaram as principais estruturas presentes nas ligninas do BCA e
da palha da cana-de-agucar, reproduzidas na Figura 10. Os autores concluiram que na lignina
proveniente da palha ¢ mais frequente a presenga de guaiacila, com propor¢do molar de p-
hidroxifenila, guaiacila e siringila igual a 4:68:28, enquanto no BCA a siringila se faz mais

presente, com propor¢ao molar 2:38:60.

Figura 10 - Estruturas presentes na lignina da palha e bagaco de cana-de-agucar.
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Fonte: Adaptado de RIO et al. (2015).

A lignina ¢ produzida pela uniao de trés monoligndis principais, os dlcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico, cujas estruturas sao apresentadas na Figura 11. Quando incorporados
ao polimero de lignina, essas moléculas produzem unidades de p-hidroxifenila, guaiacila e
siringila, respectivamente, ligadas de formas diferentes, de modo a gerar uma variedade de

estruturas que incluem éteres alquil-barilicos, fenilcumaranos, resindis, espirodienonas e
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dibenzodioxocinas, entre outros (RO et al., 2015).

Figura 11 - Estrutura dos principais alcoois monolignois.

OH OH OH
= = =
H3C. HC
(@] 3 \O O,CH3
OH OH OH
Alcool p-cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

2.7 Geracodes dos biocombustiveis

Os biocombustiveis produzidos a partir da biomassa nao processada sao classificados
como primarios, os produzidos de biomassa processada sdo secundarios. Os secundarios sdo
classificados em 4 geracdes. Os de primeira geragdo sdao produzidos a partir de partes
comestiveis de culturas alimentares, como amido, produtos agucarados e 6leos vegetais. Os de
segunda geracdo sdo produzidos a partir de culturas ndo alimentares, coprodutos agricolas e
residuos florestais. Os de terceira geracdo sao produzidos a partir de algas e os de quarta geragao
por plantas geneticamente modificadas e micro-organismos com alta capacidade de captura de

carbono (KUMAR et al., 2020).

2.7.1 Etanol de primeira geracao

As principais culturas utilizadas para a producao de E1G incluem partes de plantas que
acumulam sacarose naturalmente (frutas e gramineas como a cana-de-aguicar e 0 sorgo) e partes
de plantas que acumulam amido como reserva energética (graos como o milho e tubérculos
como batata e beterraba) (MARTINS, 2015). E1G ¢ produzido principalmente do milho e da
cana-de-agtcar, nos EUA e Brasil, primeiro e segundo maiores produtores mundiais,
respectivamente. Em seguida vém o trigo, utilizado no Canada, a beterraba e o sorgo, utilizados
nos paises que compdem a Unido Europeia. A China utiliza milho, mandioca e arroz, sendo o
terceiro maior produtor de E1G (RAY; RAMACHANDRAN, 2018).

Nos EUA, o amido presente no milho ¢ hidrolisado enzimaticamente para fornecer a
glicose que serd fermentada. O amido ¢ formado por amilose e amilopectina, conforme

mostrado na Figura 12, dois polissacarideos de D-glicose. Amilose forma um polimero linear
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unido por ligagdes glicosidicas a-(1,4). Amilopectina forma um polimero ramificado, com

ligacdes a-(1,4) e ligagdes a-(1,6) (IRANI; ISMAIL; AHMAD, 2013; SOUZA et al. 2022).

Figura 12 - Estrutura quimica do amido.
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Fonte: Adaptado de IRANI; ISMAIL; AHMAD (2013).

A tecnologia para a produgdo de etanol a partir da fermentagdo da sacarose do caldo de
cana-de agucar (E1G) é bem estabelecida no Brasil. Nas destilarias autonomas ¢ produzido
apenas etanol, enquanto nas destilarias anexas se produz simultaneamente etanol e acgucar,
(PALACIOS-BERECHE et al., 2022). As usinas brasileiras utilizam S. cerevisiae para a
producio de E1G a partir da sacarose extraida (DIONISIO et al 2021). Essas leveduras
produzem invertases, enzimas que atuam como catalisadores da hidrdlise da sacarose. A Figura
13 representa o processo, em que primeiro se promove a hidrdlise da ligagdo glicosidica,
liberando glicose e frutose, e depois a fermentagdo, tendo a S. cerevisiae preferéncia pela
glicose, que ¢ inicialmente convertida em acido pirivico e depois em etanol, com a liberagao

de CO2 (MINAMI et al., 2021).

Figura 13 — Producdo de E1G a partir da sacarose.
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Os métodos de producdo de E1G a partir de cana-de-actcar até aqui discutidos sdo
competitivos do ponto de vista de custos, mas ndo em termos de volume, uma vez que uma
tonelada de cana produz até 90 L de etanol a um custo de produgao de R$ 1,16/L, enquanto uma
tonelada de milho pode produzir até 407 L a um custo de R$ 1,85/L (SOUZA et al., 2022). No
entanto, o setor de etanol no Brasil apresenta baixas emissdes de gases do efeito estufa, em
comparagdo com o etanol de milho. As emissdes calculadas entre os modelos variaram de 16 a
45 g CO2¢q/MIJ para etanol de cana-de-agucar, enquanto para o etanol de milho variaram entre
43 e 62 g CO2¢/MJ (BARBOSA et al., 2022). Portanto, dos pontos de vista ambiental e
econdmico a cana-de-agucar ¢ preferivel ao milho na geracao de etanol, mas ¢ preciso melhorar
a eficiéncia de produgdo, o que pode acontecer através do aproveitamento do BCA, dentre
outras estratégias.

A Tabela 1 apresenta os valores médios de rendimento de E1G para as seis principais
fontes de produgdo. A cana-de-agucar ¢ a que apresenta menor rendimento, no entanto, ao
comparar as culturas ndo se deve analisar o rendimento isolado de outros fatores importantes,
como custos de producdo, emissdo indireta de gases e particulas poluentes, consumo de agua e

energia, tempo de crescimento e maturacao, entre outros (TSE; WIENS; REANEY, 2021).

Tabela 1 - Rendimento de etanol produzido de culturas alimentares.

Cultura Etanol produzido L t!
Beterraba 110
Cana-de-agucar 75
Mandioca 180
Milho 400
Arroz 430
Trigo 340

Fonte: Adaptado de TSE; WIENS; REANEY (2021).

E1G ¢ oriundo de fontes renovaveis e ndo colabora com a intensificagdo aquecimento
global por ndo contribuir com o aumento do CO> atmosférico, ao contrario dos combustiveis
fosseis (RAY; RAMACHANDRAN, 2018). Ademais, na fermentagdo o CO> liberado ¢
relativamente puro, o que pode facilitar a sua captura, viabilizando a negativagdo de emissoes

negativas e contribuindo para a mitigagao das mudancas climaticas (MOREIRA, 2016).
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2.7.2 Etanol de segunda geracio

Assim como a sacarose € o amido, a celulose presente na parede celular dos vegetais
também ¢ constituida de cadeias de glicose, que podem ser hidrolisadas para liberar os agucares,
que fermentados produzirdo E2G. Estudos de diversos materiais sao relatados na literatura para
a producdo de E2G (LORENZI; ANDRADE, 2019).

Gonzalez-Chavez et al. (2022) elaboraram um projeto de processo de aproveitamento
da celulose presente no bagaco de sotol (Dasylirion sp.), uma planta endémica do norte do
Meéxico e sul dos EUA, como uma nova matéria-prima para produgao de etanol. Com o aumento
da lavoura de sotol, motivada pela popularizacdo da bebida de mesmo nome, a producdo de
residuos cresce vertiginosamente, € o uso na alimentacdo animal ndo € suficiente para consumi-
lo por completo. Como resultados, obtiveram produgio de etanol de 5,18 g L™!.

Cascas e outros residuos de frutas podem ser aproveitados para produzir etanol. A
utilizacdo de casca e coroa de abacaxi produziu etanol a 30,77 g L. Entre 75 e 80% do abacaxi
processado na industria constitui residuo e a quantidade de carboidratos da parede celular
presente na casca do abacaxi torna essa uma fonte relevante para producdao de etanol
(SALAFIA; FERRACANE; TROPEA, 2022). A utilizagdo de casca da vagem de cacau também
foi reportada na literatura, chegando a 30,9 g € 45,2 g de etanol para cada quilograma do residuo,
possibilitando em conjunto o aproveitamento de pectina. A casca € o principal residuo de cacau,
chegando a representar 80% do fruto, de modo que seis toneladas de residuo sdo geradas para
cada tonelada de améndoas produzida. Grande parte deste residuo ¢ abandonado nas plantagdes,
aproveitados apenas como fertilizantes, com consequéncia na degradacdo do solo e na
propagacao de pragas (DIESTRA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2022).

Vargas et al. (2015) conseguiram produzir etanol na concentragio de 52 g L' a partir
de palha de cevada. A cevada ¢ um cereal abundante com uma produg@o mundial que ultrapassa
140 milhdes de toneladas anuais, das quais 53% correspondem a palha. Outro importante cereal
passivel de aproveitamento dos residuos € o milho. O sabugo de milho ¢ um coproduto
industrial ja muito estudado para a produgdo de E2G, assunto sobre o qual Gandan et al. (2022)
fizeram uma extensiva revisdo, chegando a conclusdo de que para viabilizar realmente as
biorrefinarias de sabugo de milho com etanol como um dos produtos, os derivados de
hemicelulose devem ser direcionados para o aproveitamento de xilo-oligosacarideos e de D-
Xilitol, devido aos seus valores relativos de mercado.

Um estudo recente avaliou a viabilidade de cinco culturas indianas (ou seus residuos)

para a producdo de E2G: vetiver, moringa, palha de arroz, palha de trigo e BCA. Dentre as
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culturas, a grama vetiver apresentou o maior potencial para a producdo de E2G e o BCA teve o
pior desempenho. No entanto, os autores reconhecem que a metodologia que empregaram tem
algumas limitagdes e pode ser tendenciosa devido a restricoes como confiabilidade da
biomassa, normas econdmicas € governamentais etc., alertando para o fato de que o estudo foi
feito no contexto indiano e sem modificagdo ndo pode ser aplicado diretamente a nenhuma outra
industria ou pais (RAMESH; SELVAN; BABU, 2022).

A vantagem do BCA para a produgdo de E2G consiste na possibilidade de integragao
com os processos de producao de E1G, aproveitando o proprio residuo gerado como matéria
prima. Ademais, E2G pode ser produzido a partir do BCA que sobra ap6s a extragao do caldo,
ndo competindo com a produg¢ao de agucar ou aumentando o rendimento de etanol por tonelada
de cana-de-acgucar, incorrendo em maior aproveitamento da biomassa vegetal e na diminui¢ao
do volume de residuos gerados (LORENZI; ANDRADE, 2019). No entanto, conforme
discutido anteriormente, a estrutura recalcitrante do BCA protege a celulose e
consequentemente dificulta sua hidrolise a aglicares fermentdveis. O primeiro passo para a
producdo de E2G ¢ o tratamento do BCA para superar a recalcitrancia do material, pela
desordem da lignina e pela quebra da hemicelulose em seus componentes, melhorando a
acessibilidade das enzimas hidrolisantes a parte celulosica (DIONISIO et al 2021). Para isso,
sao empregados métodos de biorrefinaria, que promovem a separagdo e possibilitam o

aproveitamento das fracOes da biomassa lignocelulosica.

2.8 Biorrefinaria

Biorrefinaria consistem em unidades de processamento de materiais oriundos da
biomassa, através de processos de separagdo das suas fracdes com foco na conversdo em
biocombustiveis, insumos quimicos e outros materiais. Seu planejamento deve buscar a
obtenc¢do de fracdes de pureza adequada, com o maior aproveitamento € menor consumo de
energia, bem como evitando a utilizagdo ou liberagdo de substancias perigosas ou toxicas
(TOLEDANO et al., 2013).

A sequéncia de procedimentos adotada deve levar em conta as estruturas presentes na
biomassa, a fim de recuperar uma fragdo sem comprometer as demais, se possivel tornando as
proximas fragdes até mais acessiveis. Os métodos empregados em cada etapa podem modificar
a forma como estas fracdes sdo obtidas, podendo influenciar o tamanho das moléculas, seu grau
de hidrolise e oxidagdo. Um tratamento adequado oferece eficiéncia energética, menor

formacao de inibidores, preservacao de celulose e menor consumo de tempo (MALIK ef al.,
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2022). Enquanto um tratamento suave (eletr6litos ou oxidantes fracos, temperaturas amenas,
tempo curto) pode ndo ser suficiente para tornar a celulose acessivel. Condi¢des drasticas
(eletrdlitos ou oxidantes fortes, temperaturas elevadas e longo tempo) podem degradar as
fragdes celulosicas e hemicelulosicas gerando, entre outras coisas, inibidores de fermentagao,
como furfural e 5-hidroximetilfurfural, fazendo-se necessaria a otimiza¢ao das condig¢des de
tratamento (SCHMATZ et al., 2020). A Figura 14 apresenta a formagdo de furfural apds
sucessivas desidratagdes causadas por agente acido aos acucares hidrolisados (Bizzi et al.,

2019).

Figura 14 - Formacao de furfural.
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Fonte: Adaptado de BIZZI et al., 2019.

Com parametros de tratamento ideais, a fibra vegetal sofre modifica¢gdes morfologicas
que gradualmente aumentam o tamanho dos poros e a eficicia da hidrolise enzimatica da
celulose. A hidrélise da hemicelulose ocorre mais prontamente e libera principalmente xilose
como produto fermentdvel, enquanto a hidrdlise da celulose ¢ mais dificil e libera
principalmente glicose (SHANGDIAR et al., 2022). O tratamento mais empregado em
biorrefinaria ¢ a explosdao a vapor, mas outras formas de tratamento baseados em processos

fisicos, quimicos e biologicos foram reportados, de forma isolada e em diferentes combinacdes.

2.8.1 Tratamentos usados em biorrefinaria

Sdo fisicos os tratamentos mecanicos € os tratamentos que usam radiagdo. Os

tratamentos mecanicos sdo usados a fim de diminuir o tamanho de particula e aumentar a area



30

superficial da biomassa. Como ndo sdo capazes de remover lignina, dificilmente sdo usados de
forma isolada. Sao exemplos a britagem, a moagem, a compressdo ¢ a extrusdo. Entre os
tratamentos fisicos baseados no uso de radiagao destacam-se o uso de micro-ondas, ultrassom,
raios gama e irradiagdo de feixe de elétrons. Outras formas de tratamento fisico ainda incluem
a pir6lise e o tratamento com energia elétrica pulsada (KUMAR et al., 2020). Dentre as opgdes
citadas, aquela de mais facil aplicacdo em escala industrial ¢ a moagem, dado que as usinas
sucroalcooleiras ja possuem moinhos e para implementagdo em esquemas de biorrefinaria
bastariam adaptag¢des na sequéncia de produgao.

Shangdiar et al. (2022) aplicaram como tratamento mecanico o corte e pulverizagcao do
BCA, seguidos de tratamento acido assistido por micro-ondas nas particulas iguais ou inferiores
a 1 mm. Os melhores resultados, isto €, os que tornaram a celulose mais acessivel, permitindo
maior taxa de sacarificagdo e fermentagdo posteriores, foram encontrados em temperatura de
100 °C e poténcia de 600 W. No entanto, a temperatura mostrou-se mais importante para o
resultando do que da poténcia do micro-ondas.

Bizzi et al. (2019) fizeram uso de energia ultrassonica na hidrélise de diversas biomassas
lignocelulosicas, incluindo residuos de cana-de-acucar, obtendo altas taxas de produgdo de
furfural, um inibidor da fermentacdo. Eles afirmam que a onda acustica contribui para
intensificar a protonagdo de glicose para a producao de um aldeido intermediario que foi entdao
convertido em furfural.

Ap0s triturar o BCA, Chanklinhorm et al. (2022) utilizaram radia¢do nas particulas
inferiores a 300 pm para extracdo da celulose, seguido de tratamento alcalino para remogao de
lignina e hemicelulose. Eles observaram que a cristalinidade da celulose obtida dependeu
principalmente da dose de radiagdo gama aplicada. Kapoor et al. (2020) revelaram que a
irradiagdo do BCA deslignificado, seguida de hidrélise, aumentou em trés vezes o rendimento
do acucar redutor total. Uma vez absorvida pelo material, a radiagdo gama altera a estrutura e
composicdo do BCA, causando clivagem da hemicelulose e da celulose, exemplificada na

Figura 15, aumentando a digestibilidade 4cida e enziméatica do material.

Figura 15 - Clivagem da celulose por radiagcdo gama.
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Fonte: Adaptado de Chanklinhorm et al. (2022).
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Os tratamentos bioldgicos podem usar micro-organismos ou suas enzimas na
biorrefinaria. As enzimas mais usadas sdo as ligninoliticas (peroxidases e lacases) e as
hidroliticas, que degradam lignina e hemiceluloses. Entre os micro-organismos adequados estao
varias espécies de fungos e bactérias, incluindo as geneticamente modificadas. Teor de
umidade, pH, temperatura de incubacgdo, nutrientes e tamanho de particula sdo importantes
parametros a ser controlados em tratamentos biologicos. O tratamento fingico utiliza
carboidratos da biomassa para o crescimento, afetando o rendimento geral do processo. O uso
de micro-organismos pressupde altos tempos de incubagdo, limitando a aplicagao em larga
escala. A desvantagem associada ao uso de enzimas, no entanto, se deve ao seu custo de
produgdo, estabilidade, prazo de validade e reutilizagdo (KUMAR et al., 2020; MALIK et
al.,2022).

Entre os tratamentos que envolvem apenas a utilizacdo de agua e calor, ¢ possivel citar
o tratamento hidrotérmico e a explosdo a vapor. A diferenga consiste no estado fisico da dgua
durante o processo. No primeiro, a utilizagdo de altas pressdes impede que a dgua se vaporize
mesmo em altas temperaturas (KUMAR et al., 2020). Entre os métodos de alta pressdo, ainda
estdo incluidos a carbonizag¢ao hidrotérmica, a explosao de CO> supercritico, a explosao de fibra
de aménia e a percolagio de reciclagem de amonia (DIONISIO et al,2022;
MALIK et al.,2022).

O tratamento quimico mais frequente envolve o uso de acidos diluidos em alta
temperatura (120 °C a 200 °C) ou 4cidos concentrados em temperaturas mais baixas, sendo os
principais acido sulfurico e acido cloridrico. Eles atuam principalmente na quebra das cadeias
de hemicelulose e no aumento da porosidade da celulose. Nesse processo, compostos inibitorios
da fermentacdo podem ser gerados, podendo ser evitados por combinagdes otimizadas de
concentragdo do acido, tempo e temperatura da reacdo. Sdo também extensivamente usados
hidroxidos, mas estes sdo menos eficientes em biomassas com teor elevado de lignina (KUMAR
et al., 2020).

Tratamento com &cido inorganico diluido foi reportado por Fernandes et al. (2020) na
remocdo de lignina e hemicelulose, expondo a celulose e tornando-a acessivel aos agentes
utilizados na hidrdlise para produzir acucares fermentaveis. Na industria de papel, o método
Kraft ¢ o mais empregado para esse fim. Nele, a degradaciao quimica ¢ efetivada pela utilizagao
de Na>S e NaOH e a precipitacdo da lignina ocorre com a subsequente acidificagdo do meio
(HAZ et al., 2019). Bariani et al. (2022) aplicou 4cido sulfurico 0,3% a 210 °C, apos tratamento
hidrotérmico em residuos de eucalipto, tendo recuperado glicose em conjunto com furfural, um

dos produtos da degradagao da glicose.
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Acidos organicos também sio encontrados em trabalhos da Literatura para a finalidade
de tratar a biomassa vegetal. Acido xilonico foi utilizado no tratamento do BCA para a
solubilizacdo da hemicelulose e liberacdo de xilose, que por sua vez fora recuperada para a
producao de mais acido xildnico, em processo ciclico de aproveitamento de componentes da
biomassa para seu proprio tratamento (ZHUG et al., 2023).

Risanto et al. (2023) estudaram o comportamento de seis acidos organicos no tratamento
da farinha de BCA isenta de extraiveis, os acidos citrico, maleico, latico, succinico, acético ou
malico, e comparam com acido sulfurico. Avaliaram a atuacao dos acidos nas concentragdes de
0,5 a 3%, em temperaturas operacionais de 140 a 200 °C e por tempos de tratamento de 15 a 75
min. No seu estudo, acido maleico teve resultados equiparaveis ao acido sulftrico, sendo
superior a todos os demais.

No tratamento oxidativo sdo usados principalmente oxigénio, ozonio e peroxido de
hidrogénio, que ocasionam completa ou parcialmente a clivagem da lignina, a desconstrucao
da hemicelulose e a degradagdo da celulose. Porém, compostos aromaticos originados na
oxidacdo da lignina podem atuar como inibidores da fermentacdo (KUMAR et al, 2020).
Lima et al. (2021) tiveram sua produ¢do de E2G maximizada sob condi¢des de ozonizac¢do
moderada (7,5 mgO, 3 gBCA), gerando 30 L de etanol a cada tonelada de BCA processados.

Nos tratamentos a base de solvente podem ser usados os solventes orgéanicos, os liquidos
10nicos e os solventes eutéticos profundos (DES). Metanol, acetona, etilenoglicol e o proprio
etanol sdo usados como solventes no processo organossolv. Eles sdo usados isolados ou
combinados, em altas temperaturas, na auséncia ou presenca de dgua ou catalisador, sendo
possivel o uso de gas carbOnico supercritico para aumentar sua difusibilidade. Atuam clivando
as ligacOes éter e éster na lignina e hemicelulose e aumentando a porosidade da celulose
(HERMSDOREFF et al., 2023).

A utilizacdo de catalizadores pode aumentar a velocidade de um tratamento.
Han et al. (2023) avaliaram os efeitos do processo organsolv catalisado por CuCl,. A maioria
da hemicelulose e lignina foi degradada quando 25 mmol L' de CuCl, foram usados no
tratamento com uma mistura de etanol e 4gua como solvente a 160 °C.

Os Liquidos i6nicos sdo compostos de ponto de fusdo inferior a 100 °C, constituidos de
cations grandes e anions pequenos, capazes de estabelecer ligagdes ion-dipolo que competem
com as ligagdes de hidrogénio que mantém unidas as cadeias de celulose, hemicelulose e
lignina. A principal limita¢do associada ao uso dos liquidos i6nicos em biorrefinaria ¢ seu alto
custo e sua toxicidade para leveduras (KUMAR et al., 2020).

Por fim, uma forma promissora de pré-tratamento ¢ o uso de DES, que se destaca pela
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capacidade de solubilizagdo de biomassa, facil sintese, baixa volatilidade, nao inflamabilidade,

biodegradabilidade e baixa toxicidade (ULLAH et al., 2023).

2.8.5 Solventes Eutéticos Profundos

DES sao preparadas pela mistura de um ou mais doadores de ligacao de hidrogénio com
um ou mais aceitadores de ligacdo de hidrogénio em temperatura moderada (60 °C a 80 °C).
Doadores de ligagao de hidrogénio sdo as espécies que possuem hidrogénio ligado a oxigénio
ou nitrogénio, como os alcoois, as amidas e os acidos carboxilicos. Como aceitador de ligagao
de hidrogénio sdo usados com frequéncia sais de amonio quaternario, especialmente cloretos e
fluoretos (KUMAR et al., 2020).

Eles foram reportados pela primeira vez na literatura em 2003. Tratavam-se a principio
de misturas de ureia com sais de amonio quaternario substituidos, como cloreto de
hidroxietiltrimetilamonio (colina). A mistura na propor¢do de 1 mol de cloreto de colina e
2mols de ureia gera um liquido com ponto de congelamento igual a 12 °C, que ¢
consideravelmente mais baixo do que o do cloreto de colina (302 °C) e o da ureia (133 °C)
separados e permite que a mistura seja utilizada como solvente a temperatura ambiente
(ABBOTT et al., 2003).

As linhas azuis na Figura 16 representam o diagrama de fases previsto idealmente para
uma mistura eutética de dois componentes, A e B, cujas temperaturas de fusdo, TtB e T¢A, sdo
maiores que a temperatura de fusdo prevista para uma mistura eutética, Te. O eixo horizontal
apresenta a fragdo molar do componente A. Como se trata de uma mistura binaria, a fracdo do
componente B pode ser facilmente deduzida, uma vez que a soma das duas se iguala a unidade

(BEZERRA; COSTA; KOBLITZ, 2020).

Figura 16 - Diagrama de fases do eutético ideal e do DES.
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Fonte: Adaptado de BEZERRA; COSTA; KOBLITZ (2020).
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Uma mistura eutética tem comportamento similar a de uma substancia pura ao sofrer
aquecimento, de modo que os dois componentes misturados na propor¢ao eutética se fundem e
se solidificam juntos. A mistura permanecera no estado liquido em qualquer composi¢ao se sua
temperatura estiver acima da linha liquidos do diagrama. De forma analoga, em temperaturas
inferiores a linha s6lidos, a mistura se apresenta em fase sélida qualquer que seja a composigao.
Nas regides entre as linhas, a mistura apresenta um dos componentes dissolvido no eutético, até
o limite de solubilidade, e o excedente forma um sélido, conferindo heterogeneidade ao sistema
(BEZERRA; COSTA; KOBLITZ, 2020).

Nos DES, o abaixamento da temperatura da mistura foge da idealidade. Sao as linhas
verdes na Figura 16 que representam o DES formado por A e B. Os DES mais importantes sdo
aqueles que se encontram liquidos em temperatura ambiente ou em temperaturas facilmente
atingiveis, inferiores a 100 °C, o que possibilita sua aplicacio como solvente em diversas
atividades. No caso da mistura de cloreto de colina e ureia, o abaixamento na temperatura ¢
atribuido a forte interagdo entre as moléculas de ureia ¢ o ion cloreto (BEZERRA; COSTA;
KOBLITZ, 2020; ABBOTT et al., 2004).

O DES ¢ capaz de formar ligacdes de hidrogénio devido a presenga de um forte doador
e receptor de elétrons, e pode aprimorar a solubilizagdo dos polimeros das biomassas.
Combinagdes de precursores podem conduzir a maior seletividade da dissolugdo de lignina ou
hemicelulose, sem afetar a celulose. DES produzidos a partir de substancias naturais sao
considerados solventes “verdes” devido a sua baixa toxicidade e biodegradabilidade
(KUMAR et al., 2020).

DES produzido a partir de cloreto de colina e 4cido latico foi usado no tratamento de
palha de milho e mostrou-se superior ao tratamento com etanol, sendo responsavel pela reducao
de 86% da lignina presente, no entanto, acarretou a perda conjunta de 24% da celulose presente
no material. A hidrolise enzimatica feita em seguida foi melhorada devido ao tratamento com
DES (YAO et al., 2022).

Chourasia et al. (2022) utilizaram DES produzidos a partir de cloreto de colina e acido
latico, na propor¢do molar 1:5, para remover lignina de 5 variedades BCA, com remocdes
maximas de lignina encontradas, variando entre 42% e 73% ao utilizar a propor¢ao de 5% de
BCA e aquecimento em banho de 6leo a 80 °C, com agitacdo constante por 12 h. Observaram
també&m um aumento no indice de cristalinidade do BCA apds o tratamento com DES. Wang et
al. (2022) aplicaram DES produzido a partir de cloreto de colina e 4cido latico, desta vez na
propor¢ao molar de 1:9, para tratar o BCA que passou por tratamento alcalino e hidrotérmico,

ao se utilizar a propor¢cdo de 4% do BCA a 110 °C por 12 h. No processo que combinou



35

tratamento alcalino e tratamento com DES as taxas de remocao de hemicelulose e lignina foram
de 66,84% e 86,7%, respectivamente. Ja no processo que combinou tratamento hidrotérmico e
tratamento com DES as taxas foram de 32,57% e 79,6%, também respectivamente.

Varilla-Mazaba et al. (2022) utilizaram DES a base de cloreto de colina e ureia no
tratamento de BCA previamente hidrolisado com H2SO4 a 0,86% (v/v) por 22,7 min a 121 °C
para remocdo de hemicelulose, e obtiveram mais de 80% da lignina removida do BCA, tendo
sido maiores quando se aumentou o tempo de reacdo para 12 h e a temperatura para 150 °C.
Yon et al. (2022) estudaram a viabilidade do DES sintetizados por combinagdes de cloreto de
colina com 4cido citrico (1:1), glicerol (1:2), ureia (1:2) e dcido malonico (1:1) para tratamento
do BCA. Utilizaram o BCA na proporc¢do de 5% (m/v) e aqueceram as misturas em estufa a
100 °C por 3 h. O BCA tratado com o DES de cloreto de colina e 4cido maldnico forneceu a
maior quantidade de agticar redutor ap6s a hidrdlise, aproximadamente 3,7 g L!. Concluiram
que DES de cloreto de colina e glicerol registrou a maior perda de agticar redutor no tratamento
com DES, enquanto o solvente preparado com ureia resultou na menor perda registrada nessa
etapa, o que atribuem a sua natureza quase neutra.

Fica evidente que muitas combinagdes de precursores podem ser utilizadas no
tratamento do BCA. As possibilidades aumentam ainda mais se o tratamento com DES for
combinado com tratamentos ja consagrados, sejam fisicos, quimicos ou bioldgicos. DES
baseados em cloreto de colina e ureia se mostraram seletivos para a extracdo de lignina,
possibilitando o seu aproveitamento. A hidrolise pode ser executada ap6s tratamento com DES.
Desse modo, a hidrélise das ligagdes glicosidicas ndo competird com a remocao da lignina. No

entanto, € necessario otimizar os fatores que influenciam no processo.

2.9 Planejamento experimental

E para avaliar quantitativamente a influéncia de fatores experimentais e de suas
interacdes sobre uma variavel usando um minimo de experimentos que se empregam as
ferramentas quimiométricas de otimizagdo (NOVAES et al., 2017).

O Planejamento Composto Central ¢ usado no estudo das inter-relagdes entre uma ou
mais respostas com dois ou mais fatores. Ele se baseia no emprego de planejamentos fatoriais
em busca do ponto 6timo. No planejamento composto central com k = 2 de fatores, devidamente
codificados como Xj e X> cada um variando em n = 2 niveis, X;=- 1 e X; =+ 1, é formado de
trés partes: uma parte fatorial, uma parte axial e uma parte central (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001). A adi¢dao dos pontos axiais tem o objetivo de avaliar a parte
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curvilinea existente, de forma a chegar a solucio 6tima, que maximiza os resultados e a adi¢ao
de repetigdes do ponto central melhora as estimativas dos efeitos quadraticos e permite obter
informacao extra quanto ao centro da regido estudada, além de fornecer uma medida do erro
experimental (MATEUS; BARBIN; CONAGIN, 2001).A adi¢dao dos pontos axiais tem o
objetivo de avaliar a parte curvilinea existente, de forma a chegar a solucdo otima, que
maximiza os resultados e a adi¢cdo de repeti¢des do ponto central melhora as estimativas dos
efeitos quadraticos e permite obter informagao extra quanto ao centro daregido estudada, além
de fornecer uma medida do erro experimental (MATEUS; BARBIN; CONAGIN, 2001).

A parte fatorial contém um total de k" = 4 pontos, que contemplam todas as possiveis
combinagdes dos fatores em seus diferentes niveis. A parte axial é formada por 2 k = 4 pontos

axiais, em que uma coordenada ¢ nula e a outra ¢ igual a um certo valor a (ou - o), com o entre
1 e VK. A parte central é constituida por repeticdes do ponto em que X e Xz tem valores nulos.

Nesse caso, quando a ¢ igual a VK, os pontos axiais ¢ os pontos fatoriais ficam sobre uma
circunferéncia, equidistantes do ponto central, conforme observado na Figura 17 (MATEUS;

BARBIN; CONAGIN, 2001).

Figura 17 - Coordenadas de um planejamento composto central de dois fatores.
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A adicdo dos pontos axiais tem o objetivo de avaliar a parte curvilinea existente, de
forma a chegar a solugdo 6tima, que maximiza os resultados e a adi¢cdo de repeti¢cdes do ponto
central melhora as estimativas dos efeitos quadraticos e permite obter informagao extra quanto
ao centro da regido estudada, além de fornecer uma medida do erro experimental (MATEUS;
BARBIN; CONAGIN, 2001).

Sharma et al. (2021) utilizaram Planejamento Composto Central para otimizar a
hidrélise assistida por ultrassom de BCA tratado previamente com DES a base de cloreto de
colina e glicerol. Os fatores otimizados foram propor¢ao de biomassa no DES, amplitude de

sonicacao e tempo e a varidvel de resposta foi o teor de agucar produzido. A propor¢do de
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biomassa e o tempo otimo foram 5,72%, e 7,79 min, respectivamente, resultando em
rendimento de acucar igual a 312 mg para cada 1 g de biomassa.

Novo et al. (2011) utilizaram Planejamento Composto Central para otimizar
temperatura, tempo e teor de glicerol no tratamento organossolv aplicado ao BCA, avaliando
como respostas a quantidade de lignina residual, o grau de deslignificagdo e o teor residual de
celulose. J& Canilha, Santos e Rocha (2011) utilizaram este planejamento para otimizar
temperatura, tempo e concentragdo de acido sulfurico. Os trés fatores influenciaram
significativamente na resposta, mas a concentracao de acido foi a varidvel mais importante que
afetou o rendimento de xilose, ja que a temperatura tem uma forte influéncia na degradagao da
xilose a furfural.

Na otimizacao do tratamento hidrotérmico dado ao BCA e a palha da cana para produzir
o maximo de xilo-oligossacarideos, Dias et al. (2022) também optaram pelo Planejamento
Composto Central. Nas condi¢des mais amenas houve maior resposta, com 32% do BCA
convertido no produto de interesse. Nesse ponto, furfural e acido formico representaram 1,3%
e 4,1%, respectivamente.

Nenhum dos trabalhos encontrados na Literatura, estudou a otimiza¢ao do tempo e

concentracao de acido na hidrolise acida de BCA tratado com DES de cloreto de colina e ureia.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Combinar a extrac¢do da lignina utilizando DES a base de cloreto de colina e ureia com
a hidrolise acida, para produzir uma biomassa rica em celulose e um licor fermentavel dos

derivados da hemicelulose.

3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar DES baseado em cloreto de colina e ureia;

- Extrair lignina do BCA utilizando DES;

+ Otimizar a hidrélise do BCA deslignificado utilizando 4cido diluido;

* Produzir licor hidrolisado rico em xilose e na auséncia de inibidores da fermentacao;

* Aumentar o teor de celulose disponivel na biomassa;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Cloreto de Colina (Sigma®-Aldrich® > 98%), Ureia (Sigma®-Aldrich® > 98%) e
Acido Sulfurico (Proquimios® > 98,08%).

4.2 Coleta e preparo da biomassa

A biomassa usada no presente trabalho foi o BCA da variedade RB855A56, coletado na
usina Japungu Agroindustrial, no municipio de Santa Rita-PB, em julho de 2021. Seu cultivo
se destina principalmente a colheita no inicio de safra, devido a sua produtividade agricola alta,
velocidade de crescimento rapida e maturagao precoce. Ela resultou de um cruzamento da
variedade RB72454 fecundada com pdélen da variedade Tuc71-7, realizado na Serra do Ouro,
no municipio de Murici - AL, em 1985, tendo sido posteriormente liberada pela UFPR. Ela
apresenta teores medianos de sacarose e de fibra, mas ¢ muito utilizada devido ao crescimento
e maturagdo acelerados (RIDESA, 2010).

Esse material foi lavado com 4gua corrente, acondicionado em bandejas de plastico e
mantido em estufa de circula¢io de ar (Slabor®) a 45 °C por 6 dias, para secagem. Em seguida
foi processado em um moinho de facas e peneirado, reservando para os experimentos a fragao
com diametros de 0,25 mm a 1,70 mm, que foi acondicionada em pote plastico e armazenada

em temperatura ambiente, sendo a amostra identificada como BIN (biomassa in natura).

4.3 Preparo do solvente eutético profundo

O DES utilizado nos experimentos foi preparado pela mistura de dois precursores
solidos, cloreto de colina e ureia, na propor¢ao molar de 1:2. A mistura foi acondicionada em
tubos Falcon de 50 mL e levada a banho-maria a 80 °C por cerca de 2 h, sendo agitada na
velocidade maxima do Vortex (Genie® 2) a cada 30 min, até completa fusdo dos constituintes
(ABBOTT et al., 2003). Uma vez formado, o DES permaneceu liquido e translicido mesmo
apoés retornar a temperatura ambiente. A ele foram adicionados 6% (m/v) de dgua destilada, a

fim de diminuir sua viscosidade.
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4.4 Remocio de lignina

Para a remog¢ao de lignina seguiu-se uma metodologia desenvolvida e otimizada
anteriormente pelo grupo de pesquisa utilizando o DES. Em um erlenmayer de vidro de 125 mL
foram adicionados 30 mL do DES e 3 g de biomassa, coberto com folhas de aluminio. A mistura
foi levada a autoclave (Phoenix Luferco®) e mantida por 2 h a temperatura de 120 °C e pressio
de 1 kgf/cm?. Apos resfriamento, o material foi filtrado em tela de polietileno, resultando em
duas fragdes, uma liquida e uma solida. A lignina contida na fase liquida foi tratada com acido
até precipitacdo e depois filtrada em papel de filtro, sendo destinada a experimentos de outro
trabalho do grupo de pesquisa. A fragdo sélida obtida da filtragdo em tela de polietileno,
contendo biomassa parcialmente deslignificada, foi seca em estufa de circulacdo de ar a 105 °C
por 24 horas. O procedimento foi realizado em quadruplicata e todo o material resultante foi
reunido em um unico recipiente, fornecendo a biomassa deslignificada necessaria para todos os
ensaios de otimizagdo da hidrolise acida. Uma parcela dessa amostra, identificada como BD,
foi separada para caracterizacdes quanto a composi¢do lignocelulosica, bem como
caracterizagoes estruturais de grupos funcionais por FTIR e outra foi destinada para otimizacao

do tratamento de hidrolise acida.

4.5 Otimizacao da hidroélise acida

A biomassa cuja lignina fora extraida através de tratamento com DES foi utilizada nos
ensaios de otimizacdo da hidrolise 4cida. Para isto, Planejamento Composto Central foi a
ferramenta quimiomeétrica escolhida e os fatores foram concentragao de 4cido sulftrico e tempo
de reacdo. Em cada ensaio do planejamento foram adicionados 0,5024 + 0,018 g da biomassa a
5 mL de solugdo de acido sulfurico na respectiva concentracao em frasco de vidro coberto com
tampa de algoddo e gaze, sendo autoclavados a 120 °C e 1 kgf cm™ pelo respectivo tempo de
reacao.

Temperatura e pressdo foram mantidas fixas ao longo do processo por questdes
logisticas relacionadas com a dificuldade associadas ao seu controle. Sabe-se que o aumento da
temperatura estd relacionado com o aumento da velocidade das reacdes e que em pressdes
elevadas a capacidade de dissolugdo aumenta.

A matriz do planejamento ¢ apresentada na Tabela 2 tendo sido realizados um total de

12 ensaios, sendo 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 4 repeti¢des do ponto central.
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Tabela 2 - Matriz do planejamento composto central.

Experimento Tipo H2SO4 (%)  Tempo (h)

1 Fatorial 1,00 1,00
2 Fatorial 1,00 2,00
3 Fatorial 2,00 1,00
4 Fatorial 2,00 2,00
5 Axial 0,79 1,50
6 Axial 2,21 1,50
7 Axial 1,50 0,79
8 Axial 1,50 2,21
9 Central 1,50 1,50
10 Central 1,50 1,50
11 Central 1,50 1,50
12 Central 1,50 1,50

Ap6s hidrolise, as amostras foram resfriadas e filtradas em tela de polietileno, sendo as
fragdes solidas restantes descartadas e as fragcdes de liquido hidrolisado (licor) acondicionadas
em Tubo Falcon de 15 mL e refrigeradas a -4 °C para posterior analise de actcares redutores
totais, varidvel de resposta, sendo o objetivo aumentar a concentracdo de acucares redutores

totais.

4.6 Teor de Acucares Redutores Totais

A andlise do teor de actcares redutores totais nos hidrolisados, variavel de resposta do
Planejamento Experimental Composto Central, foi realizada por espectrofotometria de
absorc¢do molecular, através do método do acido dinitrosalicilico, conforme protocolo descrito
no Comunicado Técnico N 85 da EMBRAPA. O método baseia-se na reducao do acido 3,5-
dinitrosalicilico a 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico, causado pelos monossacarideos, conforme
exemplificado na reagdo presente na Figura 18. Ao ser reduzido, o acido passa da coloragao
amarela para vermelha. A Figura 19 ilustra os tubos com os pontos do planejamento
experimental apds a reacdo descrita. As leituras da absorbancia da radiacdo de comprimento de

onda igual a 540 nm foram feitas em espectrofotometro UV-Vis (MALDONADE et al., 2013).
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Figura 18 - Reducao do acido dinitrosalicilico provocada por glicose.
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Fonte: Adaptado de MALDONADE et al. (2013).

Figura 19 - Determinagao de agucares dos hidrolisados no planejamento experimental.
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4.7 Tratamento de dados

O software Statistica® 10.0 foi utilizado para ajustar um modelo matematico, gerar a
superficie de resposta, as coordenadas do ponto 6timo, o grafico de Pareto e a analise de
variancia que avaliou a significancia estatistica do modelo a 95% de confianca. O Teste F foi

aplicado através do software Microsoft Excel® 365.

4.8 Reproducio das condicoes de ponto 6timo do planejamento experimental

A preditividade do modelo matematico proposto a partir das coordenadas geradas no
Planejamento Experimental, foi avaliada pela reproducdo das condi¢cdes de hidrolise acida
apontadas como ponto 6timo, para comparar o teor de acticares redutores totais encontrado no
experimento com teor predito pelo modelo. No intuito de estudar o efeito da hidrolise acida
sobre a biomassa in natura, BCA sem prévia deslignificacdo foi submetida as condi¢des de

estudo apontadas pelo modelo como ponto 6timo da otimizagao.
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Apos filtragdo em tela de polietileno, os licores hidrolisados obtidos, LDH e LH,
visualizados na Figura 20, foram reservados para andlise discriminatdria dos acucares
presentes, ¢ os residuos sélidos de biomassa obtidos em conjunto (BDH, BH) destinados a
determinagdo da composicao lignoceluldsica. Ambas as fragcdes foram refrigerados a -4 °C até

o momento das analises.

Figura 20 - Licores LDH e LH produzidos na hidroélise.
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4.10 Composic¢ao lignoceluldsica das biomassas e de acucares e inibidores nos licores

Para a determinacdo da composigao lignoceluldsica na amostra de biomassa in natura,
BIN, na amostra de biomassa deslignificada, BD e nas amostras obtidas apds hidrdlise da9+
biomassa in natura (BH) e deslignificada (BDH) foi adotado o protocolo de determinacao de
carboidratos estruturais e lignina em biomassas da NREL - National Renewable Energy
Laboratory (SLUITER et al., 2012). O método baseia-se na hidrélise acida do material, e gera
duas fases, uma solida constituida de lignina, cujo teor ¢ medido gravimetricamente, € uma
aquosa, que se destina a determinacdo cromatografica dos constituintes que formam celulose e
hemicelulose.

Uma massa igual a 0,2917 + 0,0167 g de cada amostra foram acondicionados em
Erlenmeyer de 125 mL, em que se adicionou 3,0 mL de H2SO4 72% (v,v). As misturas obtidas
foram aquecidas em banho-maria a 40 °C durante 1 hora, com agitagdes periodicas a cada 10
minutos, usando bastdo de vidro. Foram entdo adicionados 84 mL de agua deionizada, com
agitacdo cuidadosa. Os Erlenmeyers foram cobertos com folhas de aluminio para serem levados
a aquecimento em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? durante 1 hora. Apos retirados da autoclave,

as amostras foram mergulhadas em 4agua fria para arrefecimento. O hidrolisado foi filtrado,



43

sendo a fragdo solida retida no papel de filtro correspondente a lignina Klason presente na
amostra. Esta foi lavada com 100,0 mL de 4gua deionizada, seca a 105 °C por 24 horas e pesada,

sendo o teor de lignina Klason determinado utilizando a Equagao 1.

Py = % 100 Equacao 1
Sendo:

P; (%): percentual de lignina Klason.
s (g): massa retida no papel de filtro apds tratamento com H2SO4 72%.

m (g): massa inicial da amostra (0,3 g) submetida ao tratamento com H2SO4 72%.

As fases aquosas obtidas para cada amostra foram acondicionadas em tubos Eppendorfs
e armazenadas em congelador a -4 °C. Para a andlise dos carboidratos e acidos organicos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), as fases aquosas foram filtrados em
membranas de 0,22 um e entdo 20 uL. de cada uma foi injetada no cromatografo, acoplado a
um detector UV-Visivel. A coluna Shim-Pack SCR-101H (Shimadzu® Co. Japan) foi utilizada
para determinagdo de celobiose, glicose, xilose, arabinose e 4cido acético. A andlise foi feita de
forma isotérmica, a 50 °C, e isocratica, cuja fase movel foi uma solug¢do de 4cido sulfurico
5 mmol L sob fluxo de 0,6 mL min™.

CLAE também fo1 usada para determinagao de hidroximetilfurfural e furfural, mantendo
o cromatdgrafo e o detector, mas desta vez usando a coluna Shim-pack CLC-ODS (Shimadzu®
Co. Japan), a 25 °C, com fluxo de 0,6 mL min"! da fase movel de 4cido acético 1% (v/v) e

acetonitrila em gradiente, cuja variagdo da composi¢ao ¢ apresentada na Figura 21.

Figura 21 - Gradiente de acetonitrila na fase movel
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Os licores obtidos na reproducao do ponto 6timo da hidrélise acida foram analisados
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segundo 0s mesmos parametros cromatograficos que a biomassa, para a determinagao direta da
composicdo de agucares e inibidores da fermentacdo presentes. As concentragcdes dos
componentes das amostras foram calculadas a partir das areas dos picos de cada constituinte
obtidos nos cromatogramas e utilizando as equagdes obtidas na calibracao externa feita com os
respectivos padroes.

Seguindo o protocolo NREL, os teores de celulose e de hemicelulose foram calculados
a partir das concentragdes de carboidratos e de acidos organicos presentes apds hidrolise com
H>SO04 72% (v/v), devidamente corrigidos pelos fatores de conversdo apresentados na Tabela
3 (SLUITER et al., 2012). A Equagao 2 foi utilizada para obter a concentracio de celulose a
partir de celobiose, glicose e hidroximetilfurfural, e a concentragdo de hemicelulose, somando
xilose, arabinose, acido acético e furfural, para as amostras das biomassas BIN, BD, BDH ¢

BH.

Tabela 3 - Fatores de conversdo dos componentes da celulose e da hemicelulose.

Celulose Hemicelulose
Componente Fator de conversao Componente Fator de conversao
Celobiose 0,95 Xilose 0,88
Glicose 0,90 Arabinose 0,90
Hidroximetilfurfural 1,20 Acido acético 0,72
Furfural 1,37
c=Yfi C; Equagédo 2

Sendo:

C (g mL™): concentragio de celulose ou hemicelulose.
fi: fator de conversao do componente i.

C; (g mL™): concentragdo do componente i.
As concentragdes de celulose e hemicelulose assim calculadas foram usadas para obter
o teor percentual em massa de celulose e hemicelulose nas amostras de biomassa através da

Equagao 3.

Pi= % 100 Equagio 3
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Sendo:

Pi (%): percentual em massa de celulose ou hemicelulose.
C (g mL™): concentracdo de celulose ou hemicelulose.
V' (mL): volume final da FA apds tratamento com H2SO4 72%.

m (g): massa inicial da amostra (0,3 g) submetida ao tratamento com H2SO4 72%.

4.12 Caracterizacoes estruturais da biomassa por espectroscopia do infravermelho com

transformada de Fourrier

As andlises de infravermelho foram realizadas em um espectrofotdmetro de bancada
FTIR de marca Shimadzu®, modelo IRPrestige-21, disponivel no Laboratorio de Combustiveis
e Materiais (LACOM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Jodo Pessoa- PB,
através da técnica ATR, na faixa de 4000 a 600 cm™. Foram caracterizados por este método as

amostras de biomassa BIN, BD, BDH e BH.

4.13 Caracterizagao cristalografica da biomassa por difracio de raios X

As mudangas no grau de cristalinidade das amostras de biomassa BIN, BD, BDH ¢ BH,
foram observadas por difracdo de raios X, através do difratometro Shimadzu® Lab X/XRD-
6000, com poténcia de 2 kVA, voltagem de 30 kV, corrente de 30 mA e utilizando a radiagdo
Ko do cobre como fonte de radiacdo monocromatica. Foram feitas varreduras no intervalo 20
entre 10° e 90°, com um passo de 0,02° e velocidade de 1° min™'. Os difratogramas foram
gerados utilizando o software Origin® 19 e o indice de cristalinidade foi calculado como a
razao percentual da area do pico de celulose cristalina pela area total do difratograma, através
da correcdo de Lorentz, conforme mostrado na Equacao 4 (SINDHU et al., 2010;
PRAMASARI et al., 2023).

Ac

Ic = -100 Equacao 4

Ac+Ay

Sendo:

Ic (%): percentual de indice de cristalinidade
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A(: area da regido cristalina no difratograma

Ay: area da regido amorfa do difratograma
4.14 Identificacdo das amostras

As amostras de biomassa produzidas ao longo do trabalho foram identificadas como,
BIN, BD, BDH e BH ¢ os licores produzidos como LDH E LH, conforme descrigao apresentada

na Tabela 4 . Os tratamentos pelas quais cada uma passou sdo esquematizadas na Figura 22.

Tabela 4 - Identificacdo das amostras de biomassa e licor.

Descrigao Codigo
Bagaco de cana-de-agucar seco in natura BIN
Biomassa deslignificada BD
Biomassa deslignificada e hidrolisada BDH
Biomassa hidrolisada BH
Licor hidrolisado da amostra deslignificada LDH
Licor hidrolisado da amostra nao deslignificada LH

Figura 22 - Infografico com identificacdo dos tratamentos dados a cada amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizac¢ao da hidroélise acida

A Tabela S apresenta os teores de acucares obtidos em cada um dos ensaios do
experimento de otimizagdo da hidrolise acida da biomassa, utilizando Planejamento
Experimental Composto Central. Na Figura 23 ¢ apresentado o Grafico de Pareto obtido no
planejamento, onde se nota que a combinagao linear do tempo de hidrodlise e da concentragao
do 4cido sulfurico tem o mais intenso efeito positivo sobre a concentragdo de agucares totais.
Por gerar coordenadas que admitem elaborar um modelo quadratico, o Planejamento Composto
Central permite avaliar os efeitos quadraticos das variaveis isoladas sobre o teor de aglcar e
para ambas as variaveis os efeitos foram negativos. Percebe-se que a concentracdo de acido
sulfurico tem contribui¢do dual para a resposta, dado que sua contribuicdo linear atua
amentando a concentragdo de agucares, mas sua contribui¢do quadratica a diminui. O 4cido atua
promovendo a reagdo de hidrolise, com consequéncia na quebra das ligacdes glicosidicas nas
cadeias poliméricas e liberacao dos agucares que as constituem, aumentando sua concentragao
no meio. No entanto, o &cido também age promovendo reacdes de degradacdao dos agucares,

reduzindo sua disponibilidade no meio.

Tabela S - Teores de agucares do planejamento experimental.

Experimento H>SO4 Tempo  Acucares ridutores totais
(%) (h) (mg g biomassa)
1 1,00 1,00 289.,9
2 1,00 2,00 209,6
3 2,00 1,00 255,7
4 2,00 2,00 318,5
5 0,79 1,50 260,9
6 2,21 1,50 288,8
7 1,50 0,79 265,4
8 1,50 2,21 287,8
9 1,50 1,50 302,4
10 1,50 1,50 281,5
11 1,50 1,50 302,1
12 1,50 1,50 310,1
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Figura 23 - Grafico de Pareto.

[H2SO4] (L) x Tempo (L) 5,502266
[H2S04] (%) (L) 3,105954
[H2S04] (%) (Q) 22,7075
Tempo de hidrolise (h) (Q) -2,53733
Tempo de hidrolise (h) (L) 0,3847929
p=20,05

Estimativa dos Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

Nota-se no grafico que o efeito da interacao dos fatores ¢ maior que os efeitos principais.
Fica evidente o sinergismo intrinseco dos fatores tempo e concentragdo de acido no sistema de
hidrolise feita nas condigdes experimentadas, com temperatura e pressdo mantidas constantes.
O efeito da contribuigdo linear do tempo de hidrélise nao foi significativo, com 5% de incerteza,
embora tenham sido significativos sua contribuicdo quadratica e sua contribuicdo combinada
com o acido.

Canilha, Santos e Rocha (2011) também encontraram a concentra¢cdo do acido como o
fator que mais influenciou a concentragdo de actlicares, ao otimizarem otimizaram temperatura,
tempo de reacdo e concentragdo de acido sulfurico na hidrdlise acida do BCA.

O modelo matematico ajustado aos dados experimentais ¢ apresentado na Equagao 5.
Somente os termos estatisticamente significativos foram apresentados, de modo que a
contribuicdo linear do tempo de hidrolise ndo € exibida. Para a concentragao de acido o termo
linear e o termo quadratico apresentam magnitudes semelhantes, com sinais opostos. Isso ¢
condizente com o esperado, uma vez que o acido atua tanto na quebra das ligagdes glicosidicas
quanto na degradacao das moléculas liberadas, convertendo pentoses e hexoses em furfural e

hidroximetilfurfural.

AR = 0,299(40,007) + 0,014(40,005) - Ac — 0,014(40,005) -
Ac?-0,013(40,005) - t2 + 0,036(+0,007) - Ac - t Equagdo 5
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Sendo:

AR (g gbiomassa™'): concentragio de aglicares redutores totais

Ac (%): concentracdo da solucdo aquosa de acido sulfurico
t (h): tempo de hidrdlise

Figura 24 a superficie de resposta gerada na otimizagdo através do Planejamento
Composto Central ¢ apresentada sob duas perspectivas. Ao percorrer o eixo referente a
concentragdo de acido, mantendo-se minima o tempo de hidrélise, percebe-se a diminuicao do
teor de agticares totais. O mesmo fendmeno se da quando se percorre o eixo referente ao tempo
de hidrolise mantendo minima a concentragao de acido, ha uma diminui¢ao da concentragao de
aglcares com o aumento do tempo. E evidente a existéncia de curvatura na superficie ¢ é na
regido em vermelho que s@o encontradas as maiores concentracdes de agucares redutores totais

no intervalo estudado. Essa regido corresponde a combinagao linear de tempo e concentragao
de 4cido sulfurico e evidencia o sinergismo dos dois fatores a temperatura e pressdao constantes.

Nota-se ainda a formacdo de um platd na regido em vermelho, onde a taxa de aumento de

agucares em fun¢ao do aumento nos niveis dos fatores diminui.

Figura 24 - Superficie de resposta vista de dois angulos

\\_35\.@“\@3%@%
11,56 EHRd RN

P = Il > 0,31
Bl < 0,31
[]<0,26
< 0,21
B < 0,16

% Ponto 6timo HSO4 1,1% 59 min 24 s

Constam na Tabela 6, os resultados da andlise de variancia realizada para avaliar

estatisticamente o modelo quadratico proposto a partir das coordenadas obtidas na otimizagao.
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O coeficiente de correlacdo (R?) obtido indica um ajuste de 94% do modelo aos dados
experimentais. A razdo entre a soma quadratica da regressao e a soma quadratica total revelam
que 93,8% da variacdo nos dados experimentais ¢ corretamente explicada pelo modelo, sendo
que 94,8% ¢ a maxima variagdo explicavel. A razdo entre as médias quadraticas da regressao e
do residuo (F calculado) encontrada ¢ maior que o valor de Fss a 95% de confianca, o que
resulta no Teste F da Regressdo ser maior que 1 e demonstra que o modelo ¢ estatisticamente
significativo. Ja o valor da razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro ¢
menor que o valor de F3 3, fazendo com que o Teste F para a falta de ajuste seja menor que 1,
revelando que o modelo é capaz de prever o teor de glicose com precisdao aceitavel na faixa

utilizada no experimento.

Tabela 6 - Analise de variancia da otimizacao da hidrolise acida.

Fontes de variacao Sonla. (}raus de Méd,ia! Teste F
quadratica liberdade quadratica
Regressao 0,0091 5 0,0018 4,10
Residuo 0,0006 6 0,0001 -
Falta de ajuste 0,0005 3 0,0002 0,11
Erro puro 0,0005 3 0,0002 -
Total 0,0097 11 - -

Fo,05.:5,6) = 4,39; Fo,05,33) = 9,28; R?= 0,94

O modelo proposto previu no ponto 6timo a obtengao de 280 mg de agtcares redutores
totais para cada 1 g de biomassa hidrolisada, nas condigdes em que se utilizasse acido sulfurico
a 1,1% (v/v) por um tempo de reagdo de 59 min 24 s. Ao reproduzir estas condi¢gdes, foram
obtidos 300 + 38 mg de agucar para cada 1 g de biomassa utilizada, valor muito préximo ao que
fora previsto pelo modelo.

Usando Planejamento Composto Central na otimizacdo da hidrdlise assistida por
ultrassom de BCA tratado com DES a base de cloreto de colina e glicerol, Sharma ef al. (2021)
obtiveram 312 mg de agucares para cada 1 g de biomassa empregada, nas condi¢cdes em que a
proporcao de biomassa foi de 5,72% (m/v), a amplitude de sonicacdo de 60% e tempo de 7,79
min. Os autores perceberam o efeito sinérgico positivo da combinagdo entre o tratamento com
DES e a sonicagdo. O trabalho de mestrado aqui apresentado obteve resultado similar ao
reportado na literatura com a vantagem de empregar tecnologias de aquecimento mais

difundidas na industria e, portanto, mais faceis de implementacao.
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5.2 Composicao lignoceluldsica das biomassas

A Tabela 7 fornece a composi¢ao das biomassas. Neste trabalho, a composicao do BCA
in natura (BIN) foi semelhante a encontrada por Huang et al. (2022) (37% de celulose, 23,38%
de hemicelulose e 24,14% de lignina) e por Sharma et al. (2021) (38,6%, 20% e 24,7%
respectivamente) para o BCA ndo tratado. Variagdes na composi¢do lignoceluldsica sio
esperadas, dado que amostras de origem vegetal de mesma espécie possuem variabilidade
natural caracteristica ainda que se trate de subamostras, em virtude de fatores genéticos e das

condicdes a que sdo expostas durante o crescimento e processamento.

Tabela 7 - Composicdo lignoceluldsica das biomassas.

Composicao (%) BIN BD BDH BH
Celulose 36,13 £0,34 33,86 +0,39 51,11 £0,95 49,20 £ 1,93
Hemicelulose 20,29 +0,17 18,74 £0,32 8,10 £ 0,08 6,24 +£ 0,31
Lignina 22,86 +0,43 11,92 £0,75 16,12 + 1,94 23,67 £3,57

BIN — in natura; BD — deslignificada; BDH — deslignificada e hidrolisada;
BH — in natura hidrolisada;

Ao comparar a composicao centesimal da amostra BD com a composi¢do centesimal da
amostra in natura, BIN, nota-se que hd um decréscimo no teor de todos os constituintes
lignoceluldsicos, sendo a quantidade de lignina reduzida a quase metade da que havia
originalmente. Fica evidente que o tratamento com DES removeu majoritariamente lignina,
embora tenha arrastado também uma pequena parcela de celulose e de hemicelulose,
representando uma diminui¢do de 6,3% e 4,7%, respectivamente, em relacdo a composicao da
biomassa original. A lignina removida permanece em solu¢do no extrato eutético e pode
facilmente ser separada por precipitagdo acida, seguida de filtracao.

Alguns trabalhos reportados na Literatura também tiveram sucesso na diminuicao da
recalcitrancia da biomassa utilizando DES, apesar de usarem formas de tratamento de maior
consumo energético. E o caso de Huang et al. (2022), que utilizaram DES a base de cloreto de
colina, polietileno e acido hidroxietilssulfonico para tratar BCA, sob temperaturas de até
170 °C, obtivendo concentragdo de celulose final de até 75%, com a hemicelulose e lignina
praticamente removidas em sua totalidade. Ao utilizarem temperaturas mais elevadas que as
propostas no presente trabalho, os autores ndo promoveram a separagdo das fracdes em etapas

sequenciais, o que facilitaria seu aproveitamento.



52

Novo et al. (2011) otimizaram temperatura, tempo e teor de glicerol no tratamento
organossolv aplicado ao BCA para melhorar a quantidade residual de lignina, seu teor extraido
e a concentracao final de celulose, obtendo nas condigdes 6timas respectivamente 8%, 80% e
80%, valores maiores que os obtidos no presente trabalho. No entanto, o tempo de reacdo e a
temperatura utilizadas também foram superiores, 150 min e 198,3 °C. Do mesmo modo,
Varilla-Mazaba et al. (2022) removeram 30% mais lignina do BCA do que o presente estudo
utilizando DES a base de cloreto de colina e ureia e a 180 °C por 14 h, valores muito superiores
aos utilizados no presente trabalho e que evidentemente implicam em maior consumo
energético.

As amostras BDH e BH, ambas hidrolisadas em meio acido, apresentaram maiores
teores de celulose, tendo em torno de 40% mais celulose que a biomassa in natura. Fica claro
pela analise da composicdo que a fragdo mais removida na hidrélise foi a hemicelulose, cujas
concentragdes passaram a ser aproximadamente 60% e 70% menores nas amostras BDH e BH
respectivamente, quando comparadas a biomassa in natura.

A amostra BDH apresenta teor de lignina maior que a BD, uma vez que a remogao de
outros constituintes fez a lignina aumentar em termos percentuais, no entanto, ¢ ainda cerca de
30% menor que o da amostra in natura. Fica claro que esta amostra teve a lignina removida na
primeira etapa, pela utilizacdo do DES, e a hemicelulose removida na etapa seguinte, que
envolveu a hidrélise acida. Tendo sido os dois constituintes retirados em etapas sequenciais, hé
possibilidade de aproveitamento de cada uma dessas fragdes, bem como da biomassa que
permaneceu ao final do processo, rica em celulose.

A amostra BH, que passou apenas pela hidrdlise, sem prévia deslignificagdo, teve o teor
de lignina aumentado em torno de 4%, quando comparada a biomassa BD (in natura), uma vez
que apresentou remocgao de outros componentes. Tal amostra apresentou aumento no teor de
celulose, no entanto, ainda manteve elevada concentracdo de lignina. Esses dados confirmam
que a hemicelulose ¢ mais suscetivel ao ataque acido do que a celulose, tal qual previsto por
Malik (et al., 2022).

A reducdo percentual de hemicelulose obtida no presente trabalho foi menor que a
encontrada por Canilha, Santos e Rocha. (2011) que ao otimizarem a hidrolise do BCA in
natura, obtiveram redugdo de 25,8% para 3,7%. Mais uma vez, temperaturas superiores
(150 °C) foram utilizadas e concentragao de acido foi igual a 2,5%. Eles também observaram o
aumento do teor de lignina apds a hidrolise, que passou de 19,1% para 33,8%. Dado que a
lignina ¢ o componente que mais contribui para a recalcitrancia do BCA, fica evidente a

importancia do tratamento com DES para aproveitamento da fragdo de lignina e viabilizar a
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producdo de E2G a partir do BCA, possibilitando ainda o aproveitamento da lignina como

possivel matéria-prima.

5.3 Caracterizacio das biomassas por espectroscopia do infravermelho com

transformada de Fourrier

A Figura 25 fornece os espetros de FTIR das biomassas nos diferentes tratamentos. O
aspecto geral de todos mostraram-se similares em relagdo as bandas presentes, variando apenas
em intensidade. A banda larga em torno de 3400 cm™, que aparece em todos os espectros, tem
origem em muitos modos vibracionais, sendo atribuida ao OH livre na dgua adsorvida, aos
estiramentos O-H e as ligacdes de hidrogénio intramoleculares na celulose. As bandas na regiao
proxima a 2880 cm! podem corresponder aos estiramentos de ligagdes C-H de grupos CH, CH,
e CH3 e a vibragdes simétricas e assimétricas dos grupos CHz e CH,OH da celulose. As bandas
proximas a 1740 sdo atribuidas aos estiramentos de grupos hidroxilas e de grupos cetona C=0.
As bandas estreitas existentes entre 1680 e 1650 cm™!, referentes ao estiramento C=O e as
proximas a 1630 cm-!, causadas por deformagdes axiais do grupo C=0O, e a vibragdes de
alongamento C-C do anel benzénico, mais evidentes na biomassa in natura (BIN) sdo atribuidas

a lignina (LENGOWSKI et al.,, 2013; CHANDEL et al, 2014).

Figura 25 - Espectros de FTIR das biomassas.
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A regido abaixo de 1550 cm™ é conhecida como regiio de "impressdo digital" do
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espectro. Ela inclui varias bandas acopladas devido a interagdo complexa de seus sistemas de
vibragdo, ndo sendo a atribuidas claramente a grupos especificos (SILVA, 2022). No entanto,
Lengowski (2013) e Chandel et a/ (2014) reconheceram bandas nessa regido e deram as
seguintes atribuigdes:

1282 cm! - deformagdo C-H;

1235 - 1205 cm™! - deformagdo C-OH no plano;

1162 cm™ - vibracdo assimétrica C-O-C;

1120 - 1103 cm™ - estiramentos C-C e C-O assimétricos do anel pirano;

1086 cm™ - deformacdo C-O em 4alcoois secundarios;

1060 cm™ - estiramento C-O-C (B-1,4) na celulose e hemicelulose;

1047 - 1004 cm™ - vibragdo de metoxila e da ligagio C-O-C (B-1,4);

1035 cm™! - deformagio CO de 4lcoois primarios e estiramento C=O conjugados;

1015 cm™ - vibragdo ligagdo C-OH;

930 - 925 cm™! - vibragdes do anel pirano.
5.4. Caracterizacio da cristalinidade das biomassas por DRX

Nos difratogramas de raios X das amostras, apresentados na Figura 26, os picos largos
que aparecem entre 2 6 = 10° e 2 § = 30°, correspondem a regido cristalina e sao atribuidos a

celulose cristalina.

Figura 26 - Difratogramas de raios X das biomassas.

= BIN

= BD
BDH

= BH

2 0, graus

A area que vai de 2 6 =30° até 2 8 = 90° corresponde a regido amorfa, atribuidas a
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lignina, hemicelulose, mas também a celulose, que apresenta regides amorfas (PRAMASARI
et al., 2023). Os picos estreitos que aparecem proximos a 2 6 = 30° nos difratogramas das
amostras BIN e BH e em 2 6 = 40° no difratograma da amostra BD podem ter se originado de
compostos inorganicos presentes no material.

Conforme se nota na Tabela 8, os indices de cristalinidade calculados diferiram entre
os tratamentos. O indice de cristalinidade ¢ uma medida empirica da propor¢do relativa dos
componentes cristalinos versus amorfos da biomassa, ¢ nao ¢ uma medida da cristalinidade da

celulose (PETTI et al., 2013).

Tabela 8 - Indices de cristalinidade das biomassas.

Amostra Indice de Cristalinidade (%)
BIN 55,26
BD 58,35
BDH 64,12
BH 61,29

Depreende-se que a amostra in natura (BIN) apresentou menor indice de cristalinidade,
uma vez que dela ndo foram removidas hemicelulose e lignina, fibras responsaveis pelo carater
amorfo do BCA.

O indice encontrado foi superior ao obtido por Huang et al. (2022), que avaliaram a
cristalinidade do BCA e obtiveram apenas 35% de cristalinidade no material nao tratado, de
composicdo semelhante a encontrada no presente estudo. Em contraste, Sharma ef al. (2021)
obtiveram indice de cristalinidade de 65% para o BCA ndo tratado. Estas diferencas nos indices
de cristalinidade podem estar relacionadas com o processamento a que as biomassas foram
submetidas na usina ou mesmo as variedades utilizadas, ndo informadas em seus estudos. Indice
de cristalinidade muito semelhante ao do presente estudo foi obtido por Chourasia et al. (2022)
para o BCA nao tratado, correspondendo a 56,2%.

O tratamento feito com DES a base de cloreto de colina e ureia removeu
significativamente lignina do material, o que refletiu num pequeno aumento da cristalinidade
da amostra BD. Nao foram encontrados trabalhos que calcularam o indice de cristalinidade para
BCA tratado com DES a base de cloreto de colina e ureia, mas Chourasia et al. (2022) aplicaram
DES produzido com cloreto de colina e acido latico e perceberam aumento do indice de
cristalinidade de 5 variedades de BCA, que passaram em média de 56,2% para 71,3%, tendo

removido 81,6% de lignina. Ao utilizarem essa biomassa tratada na hidrolise enzimatica,
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obtiveram uma eficiéncia de recuperacdo de glicose de 88,2%. No entanto, o tempo de
tratamento com DES foi muito superior ao utilizado no presente estudo, correspondendo a 12 h
em banho de 6leo a 80 °C.

Tratamento com DES a base de cloreto de colina e glicerol foi reportado por Sharma et
al. (2021). No seu caso, o indice de cristalinidade das biomassas diminuiu de 64,8% para
52,78%. Para eles, o cisalhamento causado a celulose durante as cavitagcdes ultrassonicas
utilizadas no experimento foi o principal responsavel pelo aumento da desordem na estrutura
cristalina da celulose e consequente diminuicao da cristalinidade do BCA.

No presente trabalho, a hidrdlise acida foi a maior responsavel pelo aumento da
cristalinidade, dado que as amostras BDH e BH, tiveram os maiores indices. A justificativa para
esse aumento ¢ a remog¢ao da hemicelulose dessas amostras, que fora convertida na xilose
presente nos licores produzidos. Uma vez que a hemicelulose ¢ separada das cadeias de celulose
e rompe as interagdes que mantinha com ela, deve haver uma intensificacdo das ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias de celulose e como resultado, o grau de cristalinidade da biomassa
hidrolisada aumenta a medida que aumenta a propor¢dao da celulose com suas cadeias
cristalinas. A hidrolise contribuiu com uma remocao adicional de lignina, que pode também
estar relacionada com o aumento da cristalinidade dos materiais, corroborando com as previsoes
de Pramasari (et al.,2023).

Dentre todas as amostras, BDH ¢ a que apresenta maior cristalinidade. E também a
amostra em que mais se removeu lignina e hemicelulose, apresentando a maior concentragao
de celulose. Em comparag@o com a hemicelulose amorfa e a lignina, a celulose tem um maior
carater cristalino em sua estrutura devido as maior quantidade e efetividade das fortes forgas de
Van der Waals e das ligagdes de hidrogénio. As ligagdes de hidrogénio na celulose cristalina
ndo sdo necessariamente fixadas em um unico padrdo, mas pode ser propensa a flutuacdes, o
que pode levar a mudangas em sua estrutura cristalina (WOHLERT et al., 2022). A amostra
BDH passou pela extracao de lignina com DES seguida da hidrélise 4cida e os resultados
condizem com a remogao das fibras amorfas, promovida pela sequéncia de tratamentos. Ha o
indicativo de que os tratamentos ndo foram capazes de diminuir a cristalinidade da celulose, em
vez disso a mantiveram preservada.

As fotografias exibidas na Figura 27 revelam como o aspecto visual das biomassas
secas foi alterado pelos tratamentos aplicados. Ao mergulhar em 4gua, percebeu-se que todas
as amostras tratadas apresentaram maior intumescimento que a amostra in natura. O que pode
indicar uma diminuicdo da hidrofobicidade do material, seja pelo aumento da porosidade ou

pela modificagdo dos grupos funcionais de superficie (ndo avaliados no presente trabalho) seja
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pela diminuigdo da recalcitrancia. As fotografias foram tiradas a mesma distancia.

Figura 27 - Fotografias das biomassas produzidas.

-

5.5 Composicao dos licores obtidos na hidrolise

Na analise cromatografica de carboidratos e acidos orgéanicos dos licores LDH e LH,
produzidos na hidrélise com acido sulfurico 1,1% (v/v) em autoclave a 120 °C por 59 min 24 s
das biomassas deslignificada (BD) e in natura (BIN), respectivamente, ndo foram encontrados
celobiose, glicose, arabinose, acido acético, hidroximetilfurfural ou furfural. O unico
componente presente identificado foi xilose, nas concentracdes de 18,26 + 3,14 g L'! no licor
LDH e 18,61 £ 0,01 g L"! no licor LH. O tratamento com DES notadamente ndo interferiu na
composi¢do de agucares obtidas na hidrélise. Esse resultado € coerente com o apresentado na
Tabela 7, em que se percebeu que o componente mais removido das biomassas BDH e BH foi
a hemicelulose, que ao ser hidrolisada forneceu xilose.

A Tabela 9 apresenta a quantidade de hemicelulose presente em cada uma das
biomassas utilizadas na hidrolise que forneceram os respectivos licores. As massas de xilose
produzidas sdo também informadas. Nota-se que houve grande semelhanca na eficiéncia da
conversao da hemicelulose, demonstrando que a lignina presente na biomassa in natura nao

atuou atrapalhando sua hidroélise.

Tabela 9 - Eficiéncia de conversdo de hemicelulose em xilose.

Biomassa  Hemicelulose, mg g’! Licor Xilose, mg g Eficiéncia, %
BIN 200 LH 186,1 93
BD 190 LDH 182,6 96

Canilha, Santos e Rocha (2011) ao utilizarem acido sulfurico 2,5% (v/v) a 150 °C para

a hidrolise de BCA in natura e obtiveram uma reducdo percentual de hemicelulose maior que



58

o presente trabalho, mas a eficiéncia de conversdo em xilose maxima foi de apenas 57%.
Embora nao tenham informado as concentragdes de furfural ¢ acido acético encontrados no
estudo, ao autores avaliam que estes ¢ outros produtos de degradacdo tenham sido formados,
tendo em vista que temperaturas elevadas tém forte influéncia na geragao de furfural. O licor
produzido por eles precisou passar por desintoxicacdo antes da fermentacdo, de modo que
obtiveram sucesso na producao de E2G.

Resultados equipardveis aos obtidos no presente trabalho foram encontrados por
Pramasari et al. (2023) ao utilizarem 4cido oxalico a 2% (m/v) na hidrdlise acida da palha de
cana-de-aglicar em autoclave a 120 °C, obtendo a concentragio de xilose de 14,6 g L.
Procederam entdo com um segundo tratamento sobre o material resultante da primeira hidrdlise
em digestor de micro-ondas a 180 °C por 7,5 min, gerando 35,2 g L! de xilose. Produtos de
degradacdo inibidores da fermentagdo foram gerados nas duas etapas de seu trabalho e o
aumento obtido na segunda etapa foi acompanhado de elevacdo na concentragdo de inibidores
da fermentagio, que nas condi¢cdes mencionadas chegaram a aproximadamente 1,4 g L! de
dcido formico, 3,5gL' de 4cido acético, 2,2gL?! de furfural e 2,8 gL' de
hidroximetilfurfural. Mesmo assim, conseguiram fermentar o hidrolisado produzido utilizando
a levedura Meyerozyma caribbica ITnaCC Y67, resultando em 6,49 gL' de xilitol. Ao
estudarem a influéncia do tempo e temperatura adotadas na segunda etapa, concluiram que para
ambos, seu incremento resulta no aumento da producdo dos inibidores da fermentagdo
mencionados.

Ao hidrolisar enzimaticamente o BCA obtido ap6s tratamento com acido xilonico a 1%
(m/v) em temperaturas superiores a 180 °C, ZHU et al. (2023) produziram licor rico em xilose,
com rendimento de 178 mg de xilose para cada 1 g de biomassa. No entanto, em todos os seus
ensaios, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural foram produzidos, e sua concentracdo se
elevou tanto mais quanto se aumentou temperatura e tempo reacionais. Uma pequena
quantidade de glicose e arabinose também foram liberadas.

Risanto et al. (2023) obtiveram um licor de xilose a 14,69 g L™ ao hidrolisar a biomassa
com acido maleico 1%. Além da xilose, obtiveram alguma glicose, que acreditam ter origem
na quebra da hemicelulose e das regides amorfas da celulose. Acido maléico 1% (m/v) teve
resultados equiparaveis ao acido sulfurico 1% (v/v), quando submetidos as mesmas condigdes,
no entanto apresentou menor producdo de furfural e hidroximetilfurfural. No tratamento
hidrotérmico do BCA, Dias et al. (2022) obtiveram 32% do BCA convertido em xilo-
oligossacarideos. Nesse ponto, furfural e &cido formico representaram 1,3% e 4,1%,

respectivamente.
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Sharma et al. (2021) avaliaram o tratamento com DES de diferentes composi¢des,
incluindo um DES formado de cloreto de colina e ureia. Ao aplicarem sacarificagao enzimatica
nos produtos desse tratamento, obtiveram teor de aglcares totais igual a 150 mg para cada 1 g
de biomassa. O tratamento foi realizado com 0,3 g de BCA, 10 g de DES a 121°C por 15 min.
O tempo reduzido pode explicar a baixa concentracdo de agucares encontrada. Por terem
encontrado resultados maiores na utilizacdo de DES a base de cloreto de colina e glicerol, o
utilizaram na otimizag@o conjunta com a aplicacdo de ultrassom (tomando biomassa a 5,72%,
amplitude de ultrassom em 60% por 7,79 min) e obtivem na hidrélise 312 mg de agucares totais
acada 1 g de biomassa. Os autores ndo mencionam a analise de inibidores da fermentagdo, mas
tendo aplicado a fermentagdo com S. cerevisae e P. stipitis obtiveram 89,39 g de etanol para
cada 1 g de actcar presente.

Thunfklin, Sittijunda e Reungsang (2018) utilizaram explosdo a vapor, método mais
empregado na biorrefinaria em escala industrial, para tratar o BCA. O tratamento foi aplicado
apos hidrolise usando acido sulfurico 0,5% (v/v) que durou 2 h. A explosdo a vapor foi feita a
195 °C, 1400 kPa durante 1,5 min e a concentracdo de xilose obtida foi de 90 mg paracadal g
de BCA utilizado, mas apresentando em conjunto acido acético e furfural, além de glicose e
arabinose.

Os resultados do estudo aqui apresentado mostram que a utilizagdo de DES para
remover lignina combinada com a hidrdlise utilizando 4cido sulfarico 1,1% (v/v) em autoclave
a 120 °C por 59 min 24 s, fornece um licor hidrolisado rico em xilose. Com o destaque para a
auséncia de inibidores da fermentagdo (acido acético, furfural e hidroximetilfurfural) no licor
obtido, fato atribuido a combinag¢ao de tratamentos usando DES e 4cido diluido na extracao de
lignina e hidrolise, respectivamente. A auséncia de glicose, celobiose e hidroximetilfurfural nos
licores aponta que nenhuma celulose fora removida na hidrolise, o que condiz com o aumento
de sua propor¢do e com o aumento da cristalinidade nas biomassas resultantes apos a o processo

(BDH e BH).

5.6 Aplicacoes das fracoes obtidas

O licor produzido no trabalho pode fornecer xilitol, modificando a xilose por processos
quimicos ou bioquimicos. Xilose pode também ser convertida em etanol por fermentacdo com
cepas apropriadas e fazer aumentar a conversdo da biomassa vegetal em alcool (PEREIRA et
al., 2020; MALIK et al.,2022). Carpio et al. (2022) usaram ferramentas de engenharia de

sistemas de processos para avaliar os aspectos técnicos € econdmicos de uma usina de etanol
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de segunda geracdo anexa a uma destilaria autonoma padrao ja existente. Concluiram que as
configuracdes que exploram o licor de xilose para produzir etanol adicional via fermentagdo de
xiloses atingem os maiores valores de producao de etanol, permitindo aumentar o rendimento
de BCA para etanol em aproximadamente 27%, mas consideraram que o processo ¢ inviavel do
ponto de vista econdmico no atual estagio tecnoldgico.

Tendo sido discutidas as perspectivas para os avancos na eletromobilidade e tendo em
vista o valor comercial do xilitol e os beneficios do consumo dele como edulcorante sobre o
uso de sacarose, ¢ possivel destacar a vantagem da conversdo em xilitol. E necessario, no
entanto, uma avaliagdo técnica e econdmica mais acurada dos processos de formacao dos dois
produtos a fim de elucidar totalmente a questao.

O fluxograma na Figura 28 fornece uma proposta de processo de biorrefinaria, para
fracionamento do BCA e aproveitamento de lignina, xilose e celulose baseada nos resultados
encontrados no presente trabalho. No fluxograma s3o destacados em caixas verdes as etapas
realizadas e as fragdes obtidas, deixando em caixas brancas as etapas sugeridas para seu
aproveitamento, que ndo foram ainda executadas. Partindo-se da biomassa, sugere-se efetuar
tratamento com o DES. Nesse ponto a lignina ¢ transferida para o DES, sendo separada da
biomassa deslignificada por filtracdo para, em seguida, ser precipitada pela acidificagdo do
meio. Uma nova filtragdo ¢ suficiente para separar a lignina precipitada do extrato eutético

deslignificado, que ainda podera conter componentes de hemicelulose e celulose.

Figura 28 - Proposta de etapas para o processo de biorrefinaria.

Biomassa in natura

v
Extracdo de lignina/DES
v
Extrato eutético <+——— Filtragdo —— Biomassa deslignificada
v - v
Precipitacao acida Hidroélise acida
v v
Filtragdo Licor hidrolisado <« Filtragdio » Biomassa rica
v v v em celulose
coni Fermentacao v
Extt,rtz.lto Lignina v Sacarificagdo
AR axs Fermentacdo
deslignificado Xilitol v
E2G
Presente trabalho  « Qutros trabalhos do grupo de pesquisa « Estudos futuros

Ja o residuo sélido final deslignificado obtido apos separagao do licor € rico em celulose,
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carboidrato constituido glicose, que ao passar por processo de sacarificagdo e fermentagdo, pode
produzir etanol de 2* geragao.

No processo sugerido fica evidente que do BCA podem ser gerados diferentes insumos
comercializaveis: etanol, xilose ou xilitol e lignina. Por fim, o extrato eutético deslignificado
contera parte dos extraiveis da biomassa, especialmente aqueles soliiveis em solventes polares.
Tais extraiveis podem incluir 4cidos graxos de cadeias pequenas, fenodis, taninos e compostos
nitrogenados, no entanto, estes ndo foram identificados no presente trabalho.

Apesar da simplicidade dos equipamentos e materiais utilizados, dificuldades de
aplicagdo em uma planta industrial podem advir do fato de o DES ainda nao ser produzida em
larga escala comercialmente. No entanto, dada a grande disponibilidade de seus precursores e
a facilidade de producao, esta barreira pode prontamente ser superada. Ha também a
necessidade de cuidado com o ataque do acido as superficies dos equipamentos em que se fara

a hidrolise (LIU et al., 2022).

6 CONCLUSAO

Neste trabalho, dois processos foram combinados sequencialmente para o
fracionamento do bagaco de cana-de-agticar. O primeiro foi a extragdo da lignina utilizando
DES e o segundo a hidrolise usando acido diluido.

A produgdo de DES a base de cloreto de colina e ureia foi bem-sucedida, gerando uma
mistura homogénea liquida que se mostrou adequada para a utilizagdo como solvente na
extracdo de lignina, tendo sido extraida quase metade da lignina presente no BCA.

A hidrdlise acida do BCA deslignificado foi otimizada através de Planejamento
Composto Central, sendo o ponto 6timo encontrado ao se utilizar acido sulfurico a 1,1% (v/v)
durante 59min 24s. O resultado foi a quebra das cadeias da hemicelulose e a sua conversao em
um licor com 18,6 g L'! de xilose e isento dos inibidores de fermentagiio, que poderd ser
posteriormente convertido em xilitol por hidrogenag¢do quimica ou bioquimica.

A hidrdlise enriqueceu o teor de celulose do BCA, que passou de 36% para 51% e
diminui sua recalcitrancia, ja que as concentragdes de lignina e hemicelulose foram reduzidas
a 8% e 16%, respectivamente. Nessas condi¢des, a celulose presente na biomassa se torna
acessivel a hidrolise acida ou enzimatica e tera a sacarificacdo e fermentagao viabilizadas. O
procedimento adotado, no entanto, foi capaz de preservar a estrutura cristalina da celulose, uma
vez que os dados de DRX apontam que a cristalinidade do bagaco aumentou entre os

tratamento, o que pode ser atribuido a remogao dos polimeros responsaveis pelo carater amorfo.
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A andlise composicional das biomassas revelou que o tratamento com DES foi seletivo
para extracdo de lignina, enquanto a hidrdlise removeu principalmente hemicelulose do
material. A amostra que passou pelos dois processos sequenciais resultou em um material com
teores de lignina e hemicelulose reduzidos, enquanto a que passou apenas pela hidrélise
permaneceu com teor de lignina similar a do material in natura.

Por fim se propds um fluxograma de processamento, visando o aproveitamento de cada
uma das fragdes. Os ensaios em escala laboratorial realizados no presente trabalho foram
utilizados para abertura de processo de depdsito de patente junto a Agéncia UFPB de Inovagao
Tecnoldgica, que tramita entre os setores da Universidade até ser registrada no INPI, com
estimativa de nivel de maturacdo tecnologica (Technology Readiness Level) entre TRL 3 e 4.

Estudos futuros devem ser feitos a fim de avaliar as melhores condi¢des de hidrogenacao
da xilose presente no licor e de sacarificagdo e fermentacdo da biomassa rica em celulose,
produzidos no presente trabalho. Também deve ser analisada a composicao do extrato eutético
deslignificado, a fim de estudar a sua reciclagem e aplica¢des dos possiveis extraiveis que forem

identificados.
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