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ABSTRACT

From the lignocellulosic biomass, value-added products can be selected, which can be used in
the industrial and biofuels sector. Its main composition is made of cellulose, hemicellulose and
lignin. However, this biomass requires a pre-treatment step for the fractionation of its
components to occur. To carry out this fractionation and promote the recovery of these
components, the strategy defined was the pre-treatment with organic solvent and an alkaline
reagent, characterizing the organosolv process. The objective was to promote the separation of
xylan, in addition to obtaining lignin, which is the main product of the organosolv process and
fermentable sugars. Pretreatments were carried out in an alkaline medium following an
experimental design (sodium hydroxide of 3% to 8% mass of base per mass of material, from
120 °C to 180 ° C, solvent from 30% to 70%, and 25 65 min of reaction). The separation of
xylan and lignin was carried out through changes in the traditional process: after heat treatment,
xylan was precipitated by the addition of 100 ml of ethanol and the lignin was subsequently
precipitated with acidification of the medium. The test that shows the best result for excluding
xylan was exposed to 180 °C, 65 min, 30% solvent and 8% sodium hydroxide. This condition
resulted in an 88% recovery of xylan. The test that presents the best result for the separation of
lignin (97%) had the following conditions as parameters: 150 °C, 45 min, 50% solvent and 5.5%
sodium hydroxide. In this condition, 73% xylan was established, which was indicated as the
most suitable for joint recovery of xylan and lignin. For the recovery of fermentable sugars, the
best recovery occurred under the following conditions: 120 °C, 65 min, 3% sodium hydroxide
and 30% solvent. The concentration of sodium hydroxide was the variable of greatest influence
in the recovery of the three components, ethanol stood out as a relevant parameter in the
selectivity of the components, since the greater the amount of ethanol, the greater the recovery
of lignin, high ethanol is determined impairs the recovery of hemicellulose. A condition that
proved to be ideal for the recovery of the three components was that of the central point: 150
°C, 45 min, 50% solvent and 5.5% sodium hydroxide. Under these conditions, the recovery of
lignin 97%, xylan 73% and fermentable sugars 87%.

Keywords: Biomass, sugar cane, alkaline pretreatment, organosolv, lignin extraction,
hemicellulose extraction.



RESUMO

A partir da biomassa lignocelul6sica podem ser obtidos produtos de valor agregado,
que podem ser empregados no setor industrial e de biocombustiveis. Sua composicdo
majoritaria se d& por celulose, hemicelulose e lignina. Entretanto, essa biomassa necessita de
uma etapa de pré-tratamento para que ocorra o fracionamento dos seus componentes. Para
realizar esse fracionamento e promover a recuperagao desses componentes a estratégia definida
foi o pré-tratamento com solvente organico e um reagente alcalino, caracterizando o processo
organosolv. O objetivo foi promover a separacdo da xilana, além de obter lignina, a qual é o
principal produto do processo organosolv e aclcares fermentaveis. Os pré-tratamentos foram
realizados em meio alcalino seguindo um planejamento experimental (hidréxido de sédio de 3
% a 8 % massa de base por massa de material, de 120 °C a 180 °C, solvente de 30 % a 70 %, e
de 25 a 65 min de reacdo). A separacdo da xilana e lignina foi efetuada através de mudancas no
processo tradicional: apds o tratamento térmico a xilana foi precipitada através da adicdo de
100 mL de etanol e a lignina foi posteriormente precipitada com a acidificagdo do meio. O
ensaio que apresentou o melhor resultado para precipitacao da xilana foi exposto a 180 °C, 65
min, 30 % de solvente e 8 % de hidroxido de sodio. Esta condicao resultou em uma recuperacdo
de 88 % de xilana. O ensaio que apresentou o melhor resultado para precipitacéo da lignina (97
%) teve como parametros as seguintes condigdes: 150 °C, 45 min, 50 % solvente e 5,5 % de
hidroxido de sodio. Nesta condicdo foi obtido 73 % de xilana, o que foi indicado como mais
adequado para recuperacdo em conjunto de xilana e lignina. Para a recuperacdo de aguUcares
fermentaveis a melhor recuperacdo ocorreu nas seguintes condicdes: 120 °C, 65 min, 3% de
hidréxido de sédio e 30% de solvente. A concentracdo de hidroxido de sodio foi a variavel de
maior influéncia na recuperacdo dos trés componentes, o etanol se mostrou um parametro
relevante na seletividade dos componentes, uma vez que quanto maior a quantidade de etanol,
maior a recuperacdo da lignina, entretanto concentracdes de etanol elevadas prejudica a
recuperacdo de hemicelulose. Uma condicdo que se mostrou ideal para a recuperacéo dos trés
componentes foram as do ponto central: 150 °C, 45 min, 50% de solvente e 5,5 % de hidroxido
de sodio. Nessas condi¢cbes a recuperacdo da lignina 97 %, da xilana 73 % e de agUcares
fermentaveis 87 %.

Palavras-chave: Biomassa, cana-de-agucar, pré-tratamento alcalino, organosolv, extracdo de
lignina, extracdo de hemicelulose.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA.

Em funcdo da elevada dependéncia dos combustiveis fdsseis, qualquer reducdo na
disponibilidade atual de petréleo e seus derivados pode levar a uma crise mundial de energia.
Além disso, a cada ano o0 planeta apresenta novos problemas relacionados ao aguecimento
global, que esta diretamente ligado a emisséo de gases de efeito estufa provenientes da queima
de combustiveis fésseis (ALVES, 2014). Portanto, sdo necessarias alternativas para que se
possa reduzir tal dependéncia e os impactos ambientais relacionado ao uso do petroleo. Isso
representa uma oportunidade para reorganizar o sistema energético e reduzir a dependéncia do
mercado de petroleo, otimizando e aumentando a participacao de fontes renovaveis. Da mesma
forma, existe a necessidade de substituir matéria prima para derivados de petréleo. Neste
cenario, a biomassa é apresentada como fonte de acUcares fermentaveis, polissacarideos e
lignina.

O combustivel renovavel mais utilizado atualmente € o etanol proveniente da biomassa,
sua producdo ¢ feita utilizando o amido, proveniente do milho e a sacarose, derivada da cana
de agucar. Logo, a conversao da biomassa em biocombustiveis, tais como etanol e biodiesel,
tem sido considerada um caminho atraente para o fornecimento atual e futuro de combustiveis.
Ja os componentes macromoleculares da biomassa, xilana e lignina, sdo de interesse industrial,
por serem matéria prima para diversos produtos.

No Brasil, o cultivo de cana-de-agUcar ocupa o terceiro lugar em area plantada, estima-
se que para a safra 2020/2021 a area de plantio sera de aproximadamente 8 milhGes de hectares
0 equivalente a 74.217 kg/ha (CONAB, 2019). O processo de extracdo de agucar na usina gera
como principais residuos o bagaco e a palha, os quais sao materiais lignocelulésicos. As
principais caracteristicas dos materiais lignocelul6sicos sdo a sua abundéncia e a
renovabilidade, através dele é possivel fabricar combustiveis e produtos quimicos semelhantes
aos derivados de petroleo.

Apds o processamento, aproximadamente 140 kg de bagaco (massa seca) sdo gerados
por tonelada de cana-de-acicar (CARRASCO et al., 2010). O bagago resultante desse
processamento tem sido utilizado na cogeragdo de energia dentro das proprias usinas.
Entretanto, ha aplicagdes biotecnoldgicas que utiliza esse residuo agroindustrial com o objetivo
de produzir moléculas de maior valor agregado que podem ser utilizadas na producdo de
biocombustiveis como o etanol de segunda geracdo (MELATI et al., 2017)

Tanto a lignina quanto a hemicelulose, presentes no bagaco e na palha, sdo

macromoléculas de interesse industrial, sendo considerados matéria prima para diversos
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produtos. Logo, faz-se necessario determinar as condigdes técnicas que levem a
extracdo/separacdo tanto da hemicelulose, quanto da lignina, pois s&o produtos com
aplicabilidade industrial. Neste estudo, a hemicelulose tem uma maior atencdo, pois sera
empregado um meétodo eficiente para extracdo de lignina e serdo apresentadas algumas
modificagOes para promover a extragdo de hemicelulose.

As fibras do bagaco da cana contém teor de: celulose que varia de 32-48 %,
hemicelulose que varia de 19-24 % e a de lignina com uma variacdo de 20-32 % (ROVIERO,
2016). Portanto, uma excelente fonte para extracdo de hemicelulose e lignina, sendo desejavel
0 aproveitamento de todas as macromoléculas em um conceito de biorrefinaria.

Para que se tenha um melhor aproveitamento do material lignocelulésico faz-se
necessario a aplicacdo de pré-tratamentos para que seja possivel a separacdo destes
componentes (celulose, hemicelulose e lignina) (MELATI et al., 2017). Portanto, 0s processos
de deslignificacdo sdo necessarios para romper o complexo celulose-hemicelulose-lignina e
promover o fracionamento da biomassa lignocelulésica. O processo organosolv fundamenta-se
no fracionamento da biomassa empregando solventes de origem organica em temperaturas
elevadas, geralmente sdo usados como solvente o etanol, metanol, acetona e &cido organicos,
como o acido acético e acido formico (WILD et al, 2015). Para a extragcdo em material como o
bagaco de cana, os processos alcalinos apresentam vantagens, pois a extragéo alcalina solubiliza
a lignina contribuindo para a sacarificacdo enzimatica da biomassa promovendo assim um alto
rendimento de hexoses (NASCIMENTO et al, 2013). No presente estudo, sera solubilizado

também a xilana com o processo organosolv.

2. OBJETIVOS

O objetivo desse estudo consistiu no fracionamento da biomassa em lignina e xilana
utilizando o pré-tratamento organosolv em meio alcalino. Complementarmente, foi realizado

estudo da producdo de agucar fermentavel.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as condigdes para maximizar extragé@o de lignina no processo organosolv
em meio alcalino;
e Auvaliar as condigdes para maximizar a extragdo e o isolamento da xilana no

processo organosolv em meio alcalino;
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e Auvaliar as condi¢Ges para maximizar a producdo de aclcar fermentavel via
hidrolise enzimatica;
e Obter um pré-tratamento que seja adaptavel para qualquer macromolécula que

se deseja obter.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CANA DE ACUCAR

A cana-de-agUcar é a matéria-prima para dois produtos essenciais da economia mundial:
o0 etanol, utilizado na producéo de bebidas alcodlicas e combustiveis; e 0 agUcar, ingrediente
relevante na alimentacdo humana. A cana-de-aclcar é conhecida por suas caracteristicas
proprias: uma planta de didmetro fino e de formato cilindrico, folhas grandes, podendo chegar
até 6 metros de altura (NOVA CANA, 2020).

A planta surgiu no sudeste asiatico, e se espalhou para 0 mundo gradualmente,
acompanhando a migracdo do homem. No Brasil a cana-de-acucar s6 chegou em 1520, logo
apos a chegada dos portugueses (1500). O clima tropical e o seu potencial produtivo tornaram
o0 Brasil o maior produtor e consumidor de cana-de-agticar no mundo, sendo responsavel por
aproximadamente 40 % de toda producdo mundial. Desde que chegou em territdrio brasileiro,
seu cultivo se tornou um dos mais importantes desenvolvidos no Brasil. Atualmente, o pais
ocupa o primeiro lugar no ranking de producdo de agucar e € o maior exportador de etanol do
planeta.

A cana-de-agticar ¢ composta pela epiderme, “capa” fina que reveste o colmo, atuando
como impermeabilizante (BRIENZO et al., 2016), bastante lignificada que protege o colmo dos
efeitos mecanicos externos, dando sustentacdo a planta; e na parte interior do colmo se encontra
o0 tecido parenquimatoso, cuja funcdo € armazenar a sacarose (OLIVEIRA, 2010). Imersos
dentro desse tecido aparecem vasos que possuem a funcdo de conduzir os nutrientes e produtos
produzidos pela planta.

A produgdo e acimulo de sacarose tem sua eficiéncia diretamente ligada ao desempenho
fotossintético da planta. A cana-de-aclcar apresenta metabolismo fotossintético C4, que €
referido como o mais eficiente para a producdo de biomassa, quando comparado a via de
fotossintese C3. Assim, comumente, designa-se a importancia econémica da cana-de-agucar ao
seu colmo, por ser a regido de armazenamento da sacarose. No entanto, é essencial ressaltar que
a celulose presente na parede celular do bagaco resultante da extragcdo do suco, bem como da

palha, também apresenta potencial energético (SILVA et al., 2005).
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3.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignocelulésicos séo estruturas fibrosas e compactas, composto por
celulose, hemicelulose e lignina. E o material mais abundantes na natureza, representando
aproximadamente 60% da biomassa vegetal. E a principal matéria-prima para a fabricacdo de
biocombustiveis, como por exemplo, o etanol de segunda-geragdo (2G) ou etanol celulésico
(SANTOS 2012).

Os materiais lignocelul6sicos podem ser divididos em seis categoria: residuos
agropastoril (bagaco de cana, palha de milho etc.), madeira de lei (dlamo alpino e dlamo),
madeira de conifera (pinheiro e abeto), residuos celul6sicos (papel reciclado, jornais etc.),
biomassas herbaceas (feno de alfafa, canico-malhado etc.) e residuos sélidos municipais
(BARCELOS, 2012).

Esses materiais sdo constituidos por trés principais macromoléculas, celulose,
hemicelulose e lignina (SOUSA, 2014). Estas fracGes garantem a biomassa uma resisténcia
contra ataques de microrganismos e rigidez. A combinacdo desses elementos forma a
microfibrila celuldsica e estdo unidos por ligacdes covalentes (FERREIRA, 2010).

Sdo encontrados cerca de 40-60% de celulose, que € o principal componente dos
materiais lignocelulésicos. A celulose é polissacarideo mais abundante na natureza, apresenta
funco estrutural, proporcionando resisténcia fisica as plantas (JEDVERT, 2017). Ainda, 20-
40% de hemicelulose e 15-25% de lignina (PEREIRA Jr. et al., 2008), contudo, alguns fatores
influenciam na proporcdo destes componentes, sdo eles: espécie da planta, tempo de colheita,
e condicdo ou estagio de crescimento (BARCELQOS, 2012). Por este motivo se faz necessario
conhecer a estrutura e as caracteristicas da biomassa. Como ilustrado na Figura 01, a estrutura
das células vegetais é dividida em: membrana plasmatica, lamela média e parede celular. Na
parede celular, regido externa da célula, é onde esta a maior parte do material lignocelul6sico,
ela é constituida por uma rede de microfibrilas de celulose, que se encontram dispostas como
espirais, de forma a proporcionar forca e flexibilidade ao material, trangado por cadeias de
hemicelulose, que atua como uma rede entre a celulose e a lignina formando assim a estrutura
fibrosa. Ja a lignina é encontrada nos espagos entre os polissacarideos, e na lamela média,
promovendo a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos (CASTRO e
PEREIRA, 2010).
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Figura 01: Representacdo da estrutura de uma parede celular de biomassa lignocelulosica. A)
Parede celular contendo microfibrilas de celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteinas
sollveis. B) As enzimas celulose sintase estdo na forma de complexos de roseta, que flutuam

na membrana plasmatica. C) A lignificacdo ocorre nas camadas S1, S2 e S3 da parede celular.
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Fonte: Sticklen (2008).

Cada biomassa possui uma composicdo quimica diferente, com isso o pré-tratamento
escolhido deve ser 0 que promove uma maior recuperacao desses componentes, uma vez que a
producdo de biocombustiveis pelo processo de fermentacdo age diretamente na por¢do de
acucares fermentaveis obtidos da celulose e hemicelulose, a lignina acaba por dificultar o acesso
das enzimas (SILVA 2010).

3.3 CELULOSE

A celulose (C6H1005), é um polissacarideo de cadeia longa, formada por moléculas de
glicose unidas através de ligagdes B-1,4-glicosidicas. E constituida por unidades de

anidroglucopiranose, organizada em dimeros de celobiose e ordenada linearmente, resultando
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em um polissacarideo de alta massa molecular. Esta macromolécula orgénica apresenta alta
importancia econdmica, e € 0 componente mais abundante nas células vegetais. Atualmente,
possui diversas aplicagbes industriais, como na fabricacdo de papel, tecidos, componentes
farmacéuticos, producdo de biocombustiveis, como o etanol de segunda geracdo, entre outras
(JEDVERT, 2017).

Cadeias de celulose sdo estabilizadas e ligadas entre si por pontes de hidrogénio
intramoleculares, intermoleculares e forcas de Van de Walls, que formam regi@es cristalinas, ,
também ocorrem em sua estrutura regides amorfas menos organizadas promovendo a absor¢édo
de 4gua, tornando a celulose macia e flexivel (GOLDSTEIN, 1981; FENGEL; WEGENER,
1984; FERREIRA et al., 2009). A Figura 02 ilustra a estrutura de uma cadeia de celulose.

Figura 02: Representacdo da macromolécula de celulose e interacdes entre cadeias.
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Fonte: Morais, 2005

A cristalinidade e regides amorfas da celulose ocorrem em diferentes propor¢des de
acordo com a origem da biomassa e tal caracteristica tem influéncia no ataque enzimatico no
processo de hidrolise (O’SULLIVAN, 1997). A figura 03 ilustra a interacdo com as estruturas
amorfas e a cristalinidade na celulose. A maioria das regides amorfas corresponde as cadeias
situadas na superficie, enquanto os componentes cristalinos ocupam o seu nucleo (LARSSON
etal., 1997). As regides amorfas e cristalinas ndo possuem fronteiras bem definidas, mas parece
existir uma modificacdo de um arranjo ordenado das cadeias para um estado desordenado ou
amorfo (Ribeiro, 2014).

Assim como o indice de cristalinidade, o grau de polimerizacdo também é uma

propriedade relevante para sua classificacdo. O grau de polimerizacdo informa a frequéncia
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relativa de ligagOes glicosidicas internas e terminais, disponiveis para atuacdo de celulases, e
pode ser definido com base no nimero médio de monémeros e na massa molecular média do

polissacarideo, assim como deduzido através da viscosidade (SILVA, 2010).

Figura 03: Diferentes visdes do modo de distribuigéo da celulose cristalina e amorfa.

Regido amorfa

I Regido cristalina

Regido amorfa

Fonte: Rabelo, 2010

Assim, o indice de cristalinidade e o grau de polimerizagdo, associados ao envoltério de
lignina, conferem a macromolécula de celulose grande resisténcia a hidrdlise, representando
um grande desafio para a utilizacdo dos materiais lignocelulésicos em aplicacbes
biotecnolégicas, como a producdo de etanol de segunda geracdo (ARANTES; SADDLER,
2010).

As fibrilas de celulose, como ilustrado na figura 01, sdo unidas umas as outras atraves

da hemicelulose, o segundo componente mais abundante nos materiais lignoceluldsicos.

3.4 HEMICELULOSE

A hemicelulose é uma classe heterogénea de polissacarideos, como ilustra a figura 04,
representando uma média de 15 a 35 % da biomassa vegetal e que podem conter: pentoses (B-
D-xilose, a-L-arabinose); hexoses (BD-manose, B-D-glicose, a-D-galactose); acidos urénicos
(a-D-glucurdnico, acidos a-D-4-O-metilgalacturénico e a-D-galacturénico) (GIRIO, 2010).
Ainda, outros agucares como a-L-ramnose e a-L-fucose também podem estar presentes em
pequenas quantidades e os grupos hidroxila de aclcares que podem ser parcialmente
substituidos por grupos acetil. As hemiceluloses mais relevantes sdo xilanas e glucomananas,

sendo as xilanas as mais abundantes (GIR10, 2010).
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Figura 04 — Principais componentes da hemicelulose: (1) D-glucose, (2) D-galactose, (3) L-

arabinose, (4) D-xilose, (5) D-manose, (6) 4-O-metil-D-glucurdnico.

OH HO.
HO _0._ OH

Fonte: Pitarelo, 2007

As hemiceluloses possuem estrutura amorfa, e suas fungbes ndo sdo completamente
compreendidas, é possivel que elas exercam um papel fundamental na arquitetura celular,
provavelmente na interface entre a celulose e a lignina (GIRIO, 2010). As hemiceluloses
possuem algumas aplica¢cBes industriais como na producdo de biofilmes, antialérgico,
antioxidantes, anti-inflamatdrio, cosméticos e também pode ser aplicada na producéo de etanol
de segunda geracéo.

As hemiceluloses ndo séo, portanto, um composto quimico definido, mas sim uma classe
de compostos macromoleculares (MARABEZI, 2009). Sua estrutura apresenta ramificacoes
que interagem facilmente com a celulose, proporcionando estabilidade e flexibilidade
(SANTQOS, 2012), compondo a fibra lignocelulésica, na qual também é possivel encontrar a

lignina.

3.5 LIGNINA

A lignina é o principal componente no polissacarideo da biomassa lignocelulésica, uma
macromolécula aromética formada por trés estruturas béasicas fenodlicas, o alcool p-cumarilico,
alcool coniferilico e o alcool sinapilico e seus derivados. A lignina serve como uma espécie de
cimento, que une os componentes da parede celular, preenchendo espacos vazios entre as fibras
de celulose e hemiceluloses (GELLERSTEDT, G.; EK, M.; HENRIKSSON, G., 2009).

A lignina é um dos principais componentes dos tecidos vegetais, sendo importante no
transporte de substancias, além de conferir resisténcia mecanica e proteger contra o ataque de
microrganismos (FENGEL; WEGENER, 1989).
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A lignina ndo possui estrutura cristalina e por este motivo é caracterizado como um
polimero amorfo apresentando uma estrutura principal derivada da polimerizacdo de trés
mondmeros que se diferenciam pela substituicdo no anel aromatico, sdo eles: o alcool
cumarilico (a), o alcool sinapilico (b) e o alcool coniferilico (c) (figura 05) (RABELO; SILVA,
2010).

Figura 05: Alcoois que formam a lignina - a) alcool cumarilico; b) alcool sinaliptico; e

c) alcool coniferilico.
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Fonte: Zakzeski et al., 2010.

A lignina esta geralmente associada a celulose e as hemiceluloses por meio de ligacGes
éter e carbono-carbono. Além disso, o pleno entendimento de suas estruturas e comportamento
é fundamental para o sucesso da producédo de etanol, ja que a remocéo/alteracdo da lignina é
essencial para a realizacdo da hidrélise enzimética na producdo de biocombustiveis a partir de
materiais lignoceluldsicos. Tal remocéo gera a oportunidade de utilizar a lignina em aplicacdes

especificas, como producado de quelantes, de adesivos para madeira, vanilina e acido galico.

3.6 PRE-TRATAMENTO ORGANOSOLV

Devido a sua natureza recalcitrante, a biomassa lignocelulésica requer uma ou mais
etapas de pré-tratamento para garantir um Otimo aproveitamento do seu fracionamento,
tornando assim a celulose susceptivel a hidrélise enzimatica. Logo o acesso as macromoléculas
SO sdo possiveis mediante a aplicacdo de pre-tratamentos (figura 06). As técnicas de pré-
tratamento podem ser mecanicas, fisicas, quimicas e bioldgica ou uma combinacdo dessas
técnicas (BRIENZO et al, 2018).
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Figura 6: Acdo do pré-tratamento na biomassa lignoceluldsica.
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Fonte: Mosier et al., 2005

Os pré-tratamentos atuais tém se concentrado no aproveitamento da celulose para
fabricacdo de biocombustiveis, pois, em sua grande maioria, suas aplica¢cbes ndo levam ao
fracionamento total da biomassa. Desta forma, a lignina permanece misturada com outros
compostos no residuo do processo.

O processo organosolv estd sendo considerado promissor para o conceito de
biorrefinaria lignocelulésica devido a sua capacidade de produzir celulose com bons
rendimentos, bem como de lignina e hemicelulose de elevada pureza (FERREIRA, et al 2020).
Sua aplicacdo tem como objetivo descontruir a estrutura da biomassa através da clivagem das
ligacBes quimicas reduzindo cristalinidade estrutural e o grau de polimerizacdo da celulose,
aumentando assim, 0 acesso enzimatico a celulose e hemicelulose para conversao em agucares
monomeéricos que podem ser processados gerando biocombustiveis.

O processo organosolv é comumente utilizado para obtencédo da lignina e pré-tratamento
da biomassa. E baseado no uso de solventes organicos que promove a dissolucio e reduz a
condensacdo das reacdes de lignina (WILD, 2015). O método possibilita a aplicacdo de
diferentes tipos de solventes organicos e reagentes que dispde de condi¢Oes adequadas para
promover o fracionamento total da biomassa.

O pré-tratamento com organosolv emprega diferentes tipos de solventes organicos que
atua no fracionamento da biomassa, extraindo em primeiro plano a hemicelulose e a lignina na

fracéo liquida, deixando a celulose na fragdo sélida. No presente estudo, a fracao liquida passou
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por uma diluicdo para promover a decantagdo da hemicelulose, separando da lignina, gerando
duas porgdes, cada uma com seu respectivo componente.

Além de proporcionar a recuperacdo dos componentes da biomassa com elevado grau
de pureza, o uso de processo organosolv possibilita a recuperacdo e reuso do solvente,
aumentando a sustentabilidade do sistema (EMBRAPA, 2017).

Os solventes organicos que ja foram utilizados na aplicacdo desse processo e ganharam
destaque foram: metanol, etanol, cloroetanol, butanol, propanol, etilenoglicol, trietilenoglicol,
acido formico, acido acético, acido cloroacetico, acido tioglicolico, acido propidnico, fenol,
cresol, acetato de etila, aminas, Oxidos de amina, éster, formaldeido, cetonas, dioxano e
dimetilsulfoxido (MUURINEN, 2000; ZHANG et al., 2016%; KAUTTO et al., 2013; ZHANG
et al., 2016b). A aplicacdo de etanol, acido acético e glicerol apresentam a vantagem de serem
produzidos a partir de fontes renovaveis, favorecendo a sustentabilidade dos processos em que
sdo aplicados (ZHANG et al., 2016b). As caracteristicas a serem consideradas na escolha do
solvente sdo: custo, toxicidade, miscibilidade, facilidade no transporte de massa e que nao
promova reacOes indesejadas e favoreca as reacdes de interesse por reduzir a energia de ativacao
(ZHANG et al., 2016b; ZHAO et al., 2009). O etanol é o solvente organico mais aplicado em
trabalhos cientificos, certamente por apresentar baixa toxicidade, menor custo, facilidade de
recuperacdo e maior miscibilidade em dgua (ZHANG et al., 2016%; YAWALATA et al., 2001).
Entre as opcGes de alcoois, o0 metanol e o etanol sdo as melhores opg¢des, seu processo € descrito
da seguinte forma: a biomassa é tratada a baixa temperatura (180°C) com adicdo de catalisador
e a alta temperatura (185°C — 210°C) sem a adicdo de catalisador. Produtos como nitrato de
magnésio, metais alcalinos, sulfato de magnésio e hidréxido de sédio podem ser utilizados
como catalisador para promover a deslignificacdo do material pré-tratado (ZHAO 2009). Ap6s
a deslignificacdo o sélido pré-tratado é lavado, a fracdo organica é drenada do reator, € 0
solvente é reciclado. A solucdo restante sofre uma diluicdo para precipitar a lignina. Os produtos
obtidos sao: fibras celulésicas que contém celulose e quantidades variaveis de hemicelulose e
lignina residual; lignina sélida, obtida ap6s a separagdo do licor negro com o produto decantado
e uma solugdo aquosa de agucares de hemicelulose, principalmente xilose.

O numero de etapas do processo para a obtencdo dos componentes da biomassa pode
variar em funcao do tipo de biomassa, solvente e se o0 processo é em batelada ou continuo. A

figura 07 ilustra as etapas adotadas durante o processo.
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Figura 7 — Fluxograma que descreve as etapas do processo organosolv.
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A fracdo celul6sica obtida por processo organosolv é facilmente hidrolisada por
celulases, atingindo conversdo quase completa da celulose em glicose em curtos intervalos de
tempo. Essa caracteristica da celulose obtida por processo organosolv permite a reducdo na
guantidade e complexidade do coquetel enzimatico utilizado para a hidrolise, reduzindo,
consequentemente, o custo final dos produtos (ELANDER; HSU, 1994; PAN et al., 2005;
TERAMOTO et al. 2008; ZHAO et al., 2009). A partir da glicose, inimeros produtos podem
ser obtidos por rotas quimica, enzimatica ou microbiana.

A lignina obtida por processo organosolv, utilizando etanol como solvente, apresenta
baixa massa molecular, pureza relativamente alta (70 %) e elevada reatividade, o que a torna
uma matéria-prima adequada a sintese de produtos de alto valor agregado (ZHANG et al.,
2016a).

As variaveis de processo gque exercem forte influéncia sobre os resultados do processo
organosolv destacam-se: tamanho de particula de biomassa, temperatura, tempo de reacdo e
tipo de concentragéo do solvente organico (PAN et al., 2006).

O gasto energético depende do tamanho de particula adotada durante o processo de
organosolv, dependendo da biomassa pode ser em lascas, cavacos ou p6. Quanto menor a
particula, mais facil ocorre a absorcdo da solucdo e mais rapido ocorre o fracionamento da
biomassa (ZHU et al., 2010). No decorrer do pré-tratamento a lignina e a hemicelulose, apés
serem desintegradas, sdo dissolvidas enquanto a celulose permanece em estado sélido. Em
condigdes extremas de temperatura, acima de 200°C esses processos podem causar a
degradacdo quimica da celulose provocando a contaminacdo nas fraces de hemicelulose e
lignina (KLAMRASSAMEE et al., 2013), podendo ocorrer também a degradacéo da lignina

(EMBRAPA, 2008). Entretanto, a temperatura aplicada deve ser elevada para garantir a redugéo
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na cristalinidade da celulose, para garantir o méximo desempenho das enzimas durante a
hidrélise enzimética (ZHANG et al., 2016a; ZHAO et al., 2009).

A severidade em que a biomassa é exposta durante o processo € um ponto chave na
recuperacdo dos componentes da biomassa. Tanto em condi¢bes muito suaves quanto muito
severas, 0 processo subsequente de hidrélise enzimatico é dificultado, devido a falta de acesso
de enzimas aos polissacarideos em condigdes suaves ou excesso de inibidores formados em
condigdes muito severas.

As principais reacdes que ocorrem durante 0 processo organosolv em meio &cido sdo a
quebra de ligagBes éster e éter nas cadeias de lignina e hemicelulose, desidratacdo dos
carboidratos (ZHANG et al., 2016a; KIM et al., 2010) e reacOes de condensacdo (ZHAO et al.,
2009; CHUM et al., 1985). Em determinadas condicdes do processo, o solvente também pode
reagir com a biomassa, gerando produtos indesejaveis (ZHANG et al., 2016a; ZHAO et al.,
2009). J& em meio alcalino, ndo ocorre formacdo de inibidores por desidratacdo de agucares.
Entretanto, através das reacdes de fracionamento pode ocorrer reducdo do grau de
polimerizacdo dos polissacarideos, diminuindo o rendimento final.

O processo Lignol, tecnologia de bio-refinacdo de madeira em etanol, desenvolvida em
2001, é uma tecnologia que combina o processo de organosolv, a base de etanol, promovendo
a recuperacdo de subprodutos presentes na biomassa, com o processo de hidrélise enzimatica,
que converte a celulose recuperada em etanol. Uma biorrefinaria baseada na tecnologia Lignol
pode converter uma variedade de biomassas em subprodutos com alto valor agregado que
podem ser convertidos em produtos quimicos e combustiveis liquidos (ARATO et al. 2005).

O processo por via acida ja esta bem estabelecido, portanto, faz-se necessario estudar os
caminhos através do processo alcalino, uma vez que o processo alcalino se mostra bastante
eficaz para extracdo de lignina de material ndo madeireiro, como bagaco, palha de trigo,
canhamo, kenaf e sisal. O processo organosolv em meio alcalino permite que a hemicelulose
também seja solubilizada. Desta forma, no presente estudo, sera solubilizada em conjunto a
hemicelulose e lignina. Podendo posteriormente ser separada e promovendo a recuperacao de

ambos 0s compostos.

4 METODOLOGIA
4.1 PREPARO DA BIOMASSA

A biomassa escolhida para a execucgédo do projeto foi o bagaco da cana-de-agucar, o qual
foi cedido pela Usina S&o Jodo, localizada no municipio de Araras — SP.
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O material foi seco ao ar por aproximadamente 5 dias. Apds esse processo o bagaco foi
exposto ao sol por 24 horas. Posteriormente, a biomassa foi moida em moinho de facas tipo
Wiley, diminuindo os fragmentos do bagaco da cana-de-agucar até passar por uma peneira de
20 mesh. A reducdo no tamanho das particulas teve como objetivo aumentar a superficie de
contato, que permite uma maior eficiéncia no processo de pré-tratamento. Durante todo o

trabalho experimental foi utilizado 0 mesmo lote de matéria-prima.

Figura 08: Bagaco de cana de agucar.

Fonte: propria.

4.2 PRE TRATAMENTO ORGANOSOLV

O pré-tratamento organsolv foi realizado em duplicata, utilizando um reator a¢o inox
com volume operacional de 50 mL, em meio organico/alcalino com 5 g de biomassa seca e
moida, variando o tempo de reacdo (25 a 65 minutos), temperatura (120 a 180 °C), concentracao
de base (3 a 8 %, m/m massa de base por massa de material) e concentracdo do solvente (30 a
70 %);

Foram determinados 27 experimentos de forma que as condi¢des fossem mescladas para
que se pudesse determinar as melhores combinacdes de rendimento. A tabela 01 traz as
condicdes de variacdo e otimizacdo que foi empregado nos ensaios.

Foi realizado previamente trés experimentos para determinar a quantidade de etanol a
ser adicionado para promover a precipitacdo da xilana. Foram adicionados 50 mL, 80 mL e 100
mL. Apos observar os resultados ficou determinado que a quantidade ideal seria de 100 mL,

pois nessas condi¢Oes a massa de xilana precipitada foi maior.
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Tabela 01 - Planejamento e otimizagdo dos experimentos em processo organosolv.

Solvente  NaOH Temperatura Tempo

Ensaio o0 omim)  (°C) (min)
1 30 3 120 25
2 70 3 120 25
3 30 8 120 25
4 70 8 120 25
5 30 3 180 25
6 70 3 180 25
7 30 8 180 25
8 70 8 180 25
9 30 3 120 65
10 70 3 120 65
11 30 8 120 65
12 70 8 120 65
13 30 3 180 65
14 70 3 180 65
15 30 8 180 65
16 70 8 180 65
17 10 55 150 45
18 90 5.5 150 45
19 50 05 150 45
20 50 10,5 150 45
21 50 55 90 45
22 50 5.5 210 45
23 50 5.5 150 5
24 50 55 150 85
25 50 55 150 45
26 50 55 150 45
27 50 55 150 45

Fonte: O autor.
4.3 ETAPAS DO PRE TRATAMENTO

O pré-tratamento organosolv, descrito na figura 09, que apresenta o fluxograma do
processo, foi iniciado entdo com o preparo da biomassa. Foi pesado em uma balanca semi-
analitica 5 g de bagaco, posteriormente foi preparada uma solu¢do com o volume de etanol
determinado no projeto e preenchido com agua até atingir o volume de 50 mL. Em seguida foi
pesado e adicionado a massa determinada do reagente basico. A base utilizada na execugéo dos
experimentos foi o hidréxido de sddio. O reagente foi diluido na solucéo através de agitacéo,
apos obter uma solugdo homogénea, em seguida essa solucdo foi misturada com a biomassa e
transferida para um reator de aco inoxidavel com volume operacional de 50 mL.

O reator foi aquecido em banho de 6leo termostatizado, seguindo o determinado no

planejamento e otimizacdo dos experimentos para temperatura e tempo de reacdo (Tabela 01).
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Apo0s concluir esta etapa, 0 material passou pelo processo de filtracdo para que ocorresse a
separacgdo da fracdo solida e liquida.

A filtracdo ocorreu utilizando uma bomba a vacuo e papel filtro. A fragdo solida, rica
em celulose, foi lavada com cerca de 500 mL de &gua filtrada para a remocao de impurezas e
em seguida foi levada a estufa (60°C) por pelo menos 72 horas e depois de seca foi pesada e
quantificada.

A fracdo liquida, rica em hemicelulose e lignina, foi depositada em um frasco Scott onde
sofreu adicdo de 100 mL de etanol, para que provocasse a separacdo da hemicelulose e da
lignina, apos esta etapa a nova solugdo foi colocada para decantar por no minimo 8 horas.
Quando a solucdo apresentou o substrato decantado a separacdo da fracdo liquida e solida foi
feita, de forma manual, transferindo o liquido para outro frasco.

A nova fracdo solida foi levada a estufa a 60 °C onde permaneceu por no minimo 72
horas, essa fracdo seca, foi quantificada e representou a massa de hemicelulose. J& a fragdo
liquida resultante da separacdo, sofreu uma acidificacdo, com HCI 5 mol/L, até atingir o pH
igual a 2 e foi colocada para decantar por cerca de 8 horas. Apds o periodo de decantacdo, a
fracdo liquida foi descartada e o material precipitado foi lavado a estufa a 60°C por no minimo

72 horas, finalizado essa etapa, a fracdo seca representou a massa de lignina.
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Figura 9: Fluxograma com o processo de pré-tratamento organosolv
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Fonte: O autor.

4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA

A biomassa in natura e as pré-tratadas, foram caracterizadas conforme norma ABNT
para caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-acucar.

Foi determinado o teor de celulose, hemicelulose e lignina com influéncia das condicdes
do pré-tratamento.

A hemicelulose foi caracterizada hidrolisando aproximadamente 300 mg de
hemicelulose, adicionando 1,5 mL de H2SO4 72 % (m/m), a reagdo ocorreu a 45 °C por 7
minutos. A reacdo foi interrompida com adi¢do de 50 mL de agua destilada. Essa mistura foi
autoclavada a 121 °C por 30 minutos (GOLVEIA et al., 2009). O contetdo foi filtrado em filtro
de placa porosa n° 4, previamente tarado. O residuo solido foi lavado com agua destilada, seco
em estufa a 105°C até massa constante para a determinacdo da lignina insollvel. A fracdo
soluvel foi usada para determinar os teores de acuUcares e acido acético por cromatografia
liquida. O teor de lignina soltvel em &cido foi determinado por medida de absorbancia em 215
nm e 280 nm (GOLVEIA et al., 2009).
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4.5 DETERMINACAO DE LIGNINA SOLUVEL

A fracdo liquida resultante do processo anterior, obtida por meio da filtragdo em
cadinho, denominada hidrolisada, foi empregada na determinacdo de carboidratos, acidos
organicos, produtos de degradacgdo dos carboidratos (quando for o caso) e lignina solivel com
efeitos dos pré-tratamentos, através do espectrofotémetro. Para tal, a fracdo liquida foi diluida
seis vezes e entdo foi analisada em espectrofotémetro de UV-Vis, em 215 nm e 280 nm.

A concentragdo de lignina solavel foi calculada, conforme a equagédo 1:

D Cre = (4,53 x A215) — A280 ed

(1) Cis = 300 ] X Idis

Onde

CLS é a concentracdo de lignina soltvel no hidrolisado, expressa em gramas por litro

(9/L);
A215 é o valor de absorbancia da amostra a 215 nm;
A280 é o valor de absorbancia da amostra a 280 nm;
fdis é o fator de dilui¢éo da aliquota do hidrolisado.

Para, entdo, calcular o teor de lignina soltvel conforme a equacéo 2:

) LS = (CLS—XV) x [1 - (ﬂ)] x 100

MBleg 100

Onde:

LS é o teor de lignina solGvel no bagaco de cana-de-aglcar, em base seca, expresso em
porcentagem massa por massa (% m/m);

CLS é a concentracdo de lignina soltvel na aliquota de hidrolisado diluida, expressa em
gramas por litro (g/L);

V é 0 volume de hidrolisado, expresso em litros (L) e igual a 0,08673 L;

MBles € a massa do bagaco, em base seca, livre de extrativos em 5.6.3.3, expressa em

gramas (9);

Et € o teor de extrativos totais, expresso em porcentagem massa por massa (% m/m).

4.6 DETERMINACAO DA LIGNINA INSOLUVEL

A fracdo solida resultante do processo anterior foi utilizada na determinacéo de lignina
insoltvel. O cadinho com o residuo insoltvel foi colocado em estufaa 105 °C, por 24 h e, entéo,

foi transferido para o dessecador pelo tempo necessario para atingir a temperatura ambiente e
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pesado em balanca analitica, até massa constante. Em seguida, foi subtraida desse resultado a
massa inicial do cadinho, determinando-se a massa de lignina insolivel (ABNT NBR 16550,
2016).

4.7 DETERMINACAO DA PORCENTAGEM DE ACUCARES

A fracdo liquida obtida na caracterizacdo quimica foi utilizada para determinar as
porcentagens de celulose e hemicelulose, por meio da analise em CLAE, utilizando coluna Bio-
Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 65°C, detector de indice de refracéo
WATERS 2414, fase mdvel de H2SO4 0,005 M, fluxo de 0,6 mL/min, volume de amostra
injetada de 20 pL.

4.8 HIDROLISE ENZIMATICA

As amostras pre-tratadas foram submetidas a hidrdlise enzimatica para avaliar o rendimento
em glicose liberada. Foram feitas duplicatas, para as quais se pesou 0,1 g de amostra, em tubos
falcon de 50 mL, e submetidas a hidrdlise enzimética utilizando a enzima Cellic Ctec 2, que
apresenta uma alta concentracdo de enzimas glicosidades, em 5 mL de tampé&o de acetato de
sodio 50 mmol/L, pH 4,8. A atividade enzimatica utilizada foi 15 FPU/g, em reacdo a 50°C e
agitacdo constante a 150 RPM em incubadora shaker, por 24 h.

Apbs a reacdo, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 min, em seguida
foram diluidas 5 vezes e pipetado 0,1mL da amostra e misturado com a 1,5 mL de solugdo de
DNS e 0,9 mL de 4gua destilada. Essa mistura foi fervida em banho-maria a 105 °C durante 5

minutos, apds fervido as amostras foram lidas no espectrofotobmetro a 540 nm.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Apbs quantificar as fracdes recuperadas foi realizada a analise da influéncia das variaveis
do pré-tratamento por meio do software Statistica, onde, foi considerado um fator de

significancia de p = 0,05.

410 ANALISE INFRAVERMELHO (FT-IR)

Foi realizada com as amostras a espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR). A refletdncia total atenuada por infravermelho das amostras extraidas de

pseudo-lignina foi examinada entre 4000 e 400 cm ! a 25 ° C com 2 cm™ ! de resolugéo, 32
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varreduras por espectro. Método ATR utilizado em espectrofotdmetro FTIR-VERTEX 70 /
BRUKER com fonte: laser HeNe (emite radiacdo na regido do infravermelho médio); Detector:
DLaTGS.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse estudo teve como objetivo o fracionamento da biomassa lignocelul6sica, bagago
de cana de acucar, para obtencdo de celulose, lignina e xilana utilizando o pré-tratamento
organosolv. A tabela 02 apresenta a recuperacdo da biomassa em porcentagem, considerando a
quantidade de lignina e xilana, de 23,07 % e 27,02 %, respectivamente, conforme relatado na
caracterizacdo quimica do material.

Apds o processo organosolv foi feita a separacdo da fracdo solida pré-tratada (rica em
celulose — recuperacdo de massa) e da fracéo liquida. Na fracdo liquida foi adicionado 100 mL
de etanol para provocar a precipitacdo da xilana, e apds precipitada foi feita a separacdo das
fracOes, a fracdo sdlida foi seca em estufa e quantificada em seguida. Para que houvesse a
precipitacdo e recuperacao da lignina, a fracdo liquida com teor alcalino (pH > 12), em meio
com etanol (o qual foi adicionado para promover a precipitacdo da xilana) foi acidificado com
solugdo de &cido cloridrico até atingir a condicdo ideal de precipitagdo/separacéo (pH proximo
de 2). A tabela 02 apresenta a recuperacgéo da xilana e da lignina para os 27 ensaios realizados.

Para gerar os valores de recuperacao das fracdes de xilana e lignina, foram aplicadas as
equac0es 3 e 4 respectivamente, onde foram considerados os valores obtidos na caracterizacdo

quimica do bagaco in natura.

(3) Xilana (%) = (Massa recuperada de Xilana /27,02% x 10) x 100
(4) Lignina (%) = (Massa recuperada de Lignina /23,07% x 10) x 100
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Tabela 02: Recuperagédo de massa, xilana e lignina no processo organsolv.

Etanol NaOH Temperatura Tempo Xilana Lignina

Ensaio gy (o) (°C) Min) (%) (%)
1 30 3 120 25 30,35 5,26
2 70 3 120 25 22,95 45,05
3 30 8 120 25 65,14 15,77
4 70 8 120 25 53,66 82,58
5 30 3 180 25 45,15 24,02
6 70 3 180 25 32,94 39,41
7 30 8 180 25 78,09 46,55
8 70 8 180 25 45,15 79,20
9 30 3 120 65 22,21 4,88

10 70 3 120 65 26,28 60,81
11 30 8 120 65 88,45 7,13

12 70 8 120 65 72,17 57,81
13 30 3 180 65 47,74 57,06
14 70 3 180 65 69,95 54,43
15 30 8 180 65 87,71 42,04
16 70 8 180 65 78,09 87,09
17 10 55 150 45 52,55 34,16
18 90 5,5 150 45 52,18 68,69
19 50 0,5 150 45 35,16 3,38

20 50 10,5 150 45 57,36 74,70
21 50 55 90 45 46,26 51,05
22 50 5,5 210 45 69,58 73,20
23 50 55 150 5 35,53 70,20
24 50 5,5 150 85 35,90 100

25 50 55 150 45 69,21 100

26 50 5,5 150 45 72,91 97,97
27 50 55 150 45 65,14 96,47

Fonte: o autor

A porcentagem de xilana recuperada variou de 22 % a 88 % (Tabela 02), o equivalente
a 0,06 e 2,39 g. Os menores valores de massa recuperada aconteceram nas condicGes de 30 %
de concentracgdo de solvente, 3 % na concentracdo de hidroxido de sodio agindo em um tempo
de 65 minutos e temperatura de 120 °C. Nessas condi¢Oes o rendimento foi de aproximadamente
23 %. Ja as condicdes que apresentaram 0s maiores valores de massa de xilana recuperada
foram: 30 % de solvente, 8 % de reagente (hidroxido de sédio), reagindo a uma temperatura de

180 °C e 65 minutos. Nessas condic6es o rendimento foi de aproximadamente 89 %. Com estes
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resultados, os parametros de maior influéncia na recuperacdo da xilana foram o hidréxido de
sodio e a temperatura.
A tabela ANOVA para os resultados de xilana demonstrou que os principais parametros

de influéncia foram: porcentagem de reagente - hidroxido de sddio, tempo e temperatura.

Tabela 03: ANOVA para o rendimento de extracdo de xilana no planejamento composto

central rotacional (estrela) do processo organosolv.

Fator SS df MS F p
(1) Etanol (%) (L) 0,017279 1 0,017279 1,24277 0,286767
Etanol (%) (Q) 0,021423 1 0,021423 1,54086 0,238207
(2) NaOH (%)(L) 0,414283 1 0,414283 29,79698 0,000146
NaOH (%) (Q) 0,047037 1 0,047037 3,38310 0,090727
(3) Temperatura (°C)(L) 0,094074 1 0,094074 6,76620 0,023175
Temperatura (°C)(Q) 0,006768 1 0,006768 0,48675 0,498677
(3) Tempo (min)(L) 0,059911 1 0,059911 4,30906 0,060065
Tempo (min)(Q) 0,114701 1 0,114701 8,24976 0,014031
1L x 2L 0,037037 1 0,037037 2,66386 0,128598
1L x 3L 0,000014 1 0,000014 0,00099 0,975477
1L x 4L 0,025918 1 0,025918 1,86416 0,197194
2L x 3L 0,044502 1 0,044502 3,20077 0,098854
2L x 4L 0,015372 1 0,015372 1,10559 0,313757
3L x 4L 0,012742 1 0,012742 0,91644 0,357302
Error 0,166842 12 0,013904
Total SS 1,019130 26

Fonte: o autor
Legenda: SS: soma de quadrados; DF: grau de liberdade; MS: quadrados médios; L:
valor linear; Q: valor quadratico. Os nimeros representados em negrito indicam 0s termos
significativos.
Foi obtido o0 modelo matematico de recuperacdo da lignina considerando os termos

significativos, equacéo 5:

(5) X (%) = 26,27 r + 12,52 T — 14,66 2

Onde: X representa a porcentagem de xilana, r reagente, T temperatura e t tempo.

Para gerar o primeiro grafico de superficie de resposta foram utilizados os parametros
de temperatura e hidroxido de sodio. A superficie de resposta (Figura 10-A) de interacdo entre
0s pardmetros mostrou que a maxima recuperagdo de xilana ocorreu na faixa de variagao de 6

% a 12 % de reagente hidroxido de sédio e na variacdo de 120 °C a 200 °C. O gréfico de
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contorno (Figura 10-B) mostra que o aumento da concentracdo de hidréxido de sédio possui
maior influéncia que a temperatura administrada.

Figura 10: Superficie de resposta do planejamento composto central rotacional (estrela) para
avaliacdo do processo organosolv na producéo de xilana, na interagdo entre hidroxido de sodio
e temperatura (A). Grafico de contorno contendo o0 mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B).
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As variaveis temperatura e tempo (Figura 11) foram essenciais para a recuperacdo de
xilana, principalmente pela interagdo destas variaveis. A faixa de tempo de melhor recuperagédo

ocorreu entre 40 min e 80 min, em temperatura acima de 160 °C.

Figura 11: Superficie de resposta do planejamento composto central rotacional (estrela) para
avaliacdo do processo organosolv na producdo de xilana com as varidveis temperatura e tempo

(A). Grafico de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de resposta (B).
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No gréafico de contorno dos parametros tempo de reacdo e hidroxido de sodio os
melhores resultados na recuperagédo da xilana ocorreram a partir dos 45 min de reacdo e com
concentracdo de 5,5 % de hidroxido de sodio, o que pode ser comprovado observando o
resultado do ensaio 25, onde a biomassa inicial foi submetida as condi¢des de pré-tratamento
iguais a citada acima e foi possivel recuperar 70 % de xilana. O aumento da concentracdo de
hidréxido de sddio e do tempo de reacdo de forma linear ndo significaram melhores resultados
(Figura 12). Em condigdes extremas de pré-tratamento a massa recuperada passou a diminuir.
Comparativamente, a menor concentracao do reagente hidroxido de sodio (0,5 %) rendeu uma
porcentagem de 35 %, enquanto a maior concentracdo do reagente (10,5 %) rendeu
aproximadamente 58 %. Este resultado vai de encontro a literatura, ja que a principal funcéo

do hidroxido de sodio é a remocéo da hemicelulose do material (CHANG et al., 1998).

Figura 12: Superficie de resposta do planejamento composto central rotacional (estrela) para
avaliacdo do processo organosolv na produgdo de xilana, com as variaveis tempo e hidroxido

de sddio (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B).
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Fonte: O autor.

Alguns métodos de extracdo de hemicelulose ja foram aplicados utilizando reagentes
alcalinos, como tratamento com uso de peroxido de hidrogénio variando de 2 % a 6 % e sulfato
de magnésio a 0,5 % de concentracdo (BRIENZO et al., 2009). Os resultados obtidos foram de
38,3 % a 94,5 %, onde constatou-se que, assim como no organosolv, os melhores resultados
aconteceram nos pontos médios das variaveis — 40°C, 4 % de reagente por 10 horas de reacéo.

Em FIGUEIREDO et al (2017), também foi realizado o fracionamento da biomassa
lignocelul6sica utilizando reagente alcalinos, contudo, os melhores resultados foram obtidos
com temperaturas mais elevadas, 121°C, por 30 min e concentracdo de 5 % de KOH, em que a
recuperacdo foi de aproximadamente 76%. Foi possivel fazer uma relacdo inversa entre
temperatura e tempo, uma vez que tanto quanto no organosolv como nos estudos citados as
melhores condi¢bes envolveram reagente nas faixas de 4 % a 6 % (ponto médio).

As condicBes do ponto central, experimentos 25, 26 e 27 mostraram as melhores
condicGes para obtencdo de lignina através do processo de organosolv em meio alcalino. Nos
27 experimentos descritos na metodologia (Tabela 01), a massa de lignina variou de 0,09 g a
2,95 g, um rendimento de 3 % a 98 % de extracdo de lignina (Tabela 02). Os menores
rendimentos aconteceram sob 50 % de concentracdo de solvente, 0,5 % nas concentracdes de
hidroxido de s6dio com uma variacdo no tempo de 45 min, a temperatura, por sua vez foi de
150 °C. Ja as condigGes que apresentaram o maior rendimento na recuperacao da lignina foram:
50 % de solvente, 5,5 % de reagente (hidréxido de sédio), reagindo a uma temperatura de 150
°C por 45 minutos. Observando o melhor e o pior rendimento é possivel observar que o tempo,

a temperatura e a quantidade de solvente ndo variaram mostrando menores influéncias na
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recuperacdo, enquanto a concentracao de hidroxido sodio foi o principal fator na recuperacdo
de lignina. Baseado nesses resultados relatados, foi determinada uma tabela ANOVA para as
variaveis e trés graficos de superficie de resposta para comparacdo dessas interacdes (Tabela
04).

Tabela 04: ANOVA para o rendimento de extragéo de lignina no planejamento composto

central rotacional (estrela) do processo organosolv.

Fator SS df MS F p

(1) Etanol (%) (L) 0,578920 1 0,578920 23,84942 0,000376
(1) Etanol (%) (Q) 0,430032 1 0,430032 17,71574 0,001212
(2) NaOH (%) (L) 0,303514 1 0,303514 12,50366 0,004101
(2) NaOH (%) (Q) 0,638090 1 0,638090 26,28698 0,000250
(3) Temperatura (°C)(L) 0,158145 1 0,158145 6,51499 0,025351
(3) Temperatura (°C)(Q) 0,283275 1 0,283275 11,66990 0,005115
(4) Tempo (min)(L) 0,036051 1 0,036051 1,48519 0,246381
(5) Tempo (min)(Q) 0,071271 1 0,071271 2,93612 0,112309
1L x 2L 0,046993 1 0,046993 1,93595 0,189365
1L x 3L 0,094169 1 0,094169 3,87941 0,072405
1L x 4L 0,000198 1 0,000198 0,00816 0,929500
2L x 3L 0,006666 1 0,006666 0,27461 0,609802
2L x 4L 0,054602 1 0,054602 2,24941 0,159508
3L x4L 0,030141 1 0,030141 1,24169 0,286966

Pure Error 0,291288 12 0,024274

Total SS 2,464812 26

Fonte: O autor
Legenda: SS: soma de quadrados; DF: grau de liberdade; MS: quadrados médios; L:
valor linear; Q: valor quadratico. Os nimeros representados em negrito indicam 0s termos

significativos.

Foi obtido o modelo matematico de recuperacdo da lignina considerando os termos
significativos, equacéo 6:
(6) L (%) =31,06 s 28,3952+ 2249 r—34,58 2+ 16,23 T —23,04 T?

Onde: L representa a porcentagem de lignina, s solvente, r reagente e T temperatura.

A superficie de resposta de interacéo entre o hidroxido de sodio e o solvente (Figura 13)
mostrou que a maxima recuperacao de lignina ocorreu na faixa de variacdo de 6 % a 9 % de

reagente hidréxido de sdédio e de 50 a 80 % de solvente.



36

Figura 13: Superficie de resposta na interacdo entre hidroxido de sdédio e solvente no
Planejamento composto central rotacional (estrela) para avaliagédo do processo organosolv na

producdo de lignina (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da
superficie de resposta (B).
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Pela superficie de resposta (Figura 14) da variacdo da temperatura com o solvente foi
possivel observar que a quantidade de solvente provoca uma maior recuperacdo em

temperaturas acima de 120 °C. Como é o caso do ensaio 8, que com 8% de hidroxido de sodio
a 180 °C resultou uma recuperacao de 79 % de lignina.
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Figura 14: Superficie de resposta de temperatura e solvente no planejamento composto central
rotacional (estrela) para avaliagdo do processo organosolv na produgdo de lignina (A).

Superficie de contorno contendo 0 mesmo centro rotacional da superficie de resposta (B).
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O gréfico que representa a interacdo entre a temperatura e o solvente (Figura 15)
mostrou que ambos 0s parametros interagiram de forma positiva, atingindo o pico de maxima
recuperacdo de lignina. A concentracdo de 6 % de hidroxido de sodio interagindo a uma

temperatura de 150 °C mostra a recuperagdo maxima de lignina nessa condicdo experimental.
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Figura 15: Superficie de resposta entre temperatura e hidroxido de sédio no Planejamento

composto central rotacional (estrela) para avaliagédo do processo organosolv na producdo de

lignina (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B).
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Fonte: O autor.

Segundo CHEN et al 2009 o pré-tratamento alcalino favorece uma maior
deslignificacdo, aumentando a remoc¢édo da hemicelulose e estimulando a digestdo enzimatica

da celulose. Esse fato explica o motivo do reagente alcalino e o etanol serem os principais
fatores de influéncia na recuperagéo da lignina.
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Segundo ZHAO 2016, o uso do hidroxido de sddio como catalisador melhorou
significativamente a capacidade deslignificante do etanol, resultando no aumento de
digestibilidade enzimatica. ZHOU, 2016, também relata que o carbonato e o sulfeto de sodio
combinado com etanol foram capazes de remover até 95,3% de lignina quando submetido a
uma temperatura de 160 °C. CHENG, 2009 relatou que o uso de &cido acético como reagente
em solucdo com etanol promoveu 82% de remogéo de xilana e 63% de deslignificacdo em

condicdes semelhantes do organosolv.

5.1 CARACTERIZA(}AO QUIMICA DOS MATERIAIS PRE-TRATADOS,
LIGNINA E XILANA

As amostras pre-tratadas foram caracterizadas quanto a sua composicdo quimica,

quantificando a presenca de lignina (soma de lignina soltvel e insoltvel). Os resultados da

caracterizagdo quimica estdo apresentados na Tabela 05.

Tabela 05 — Composicdo quimica do bagaco in natura e material apos o pré-tratamento

organosolv para producdo de xilana e lignina.

Celulose  Hemicelulose Lignina Lignina Insolivel  Lignina Total

Material (%) (%) Soluvel (%) (%) (%)
Bagaco in
natura  43,41+2,82 27,02+1,12 1,48+0,15 21,58 £ 1,09 23,07 £0,93
Amostra 1 0,537 £ 0,03 9,24 £ 0,95 9,77 £ 0,98
Amostra 27 0,407 £ 0,04 6,60 £ 0,81 7,01+£0,80
Amostra 16 0,227 £ 0,02 7,62+155 7,85+1,54

Amostras 1, 27 e 16: amostras provenientes do pré-tratamento organosolv considerando
nivel das variaveis: baixo, intermediario e alto. (-) ndo determinado.

Fonte: o autor

Para as amostras de bagaco in natura a composicao foi de: 1,48 % de lignina sollvel,
21,58 % de lignina insoltvel e, portanto, 23,07 % de lignina total. Assim, observou-se que o
pré-tratamento alcalino teve grande influéncia na recuperacdo da lignina. Foi realizado a
caracterizagdo quimica nos materiais pré-tratados gerados nos experimentos 1, 16 e 27, que
representam respectivamente, o nivel baixo, intermediario e alto das variaveis em estudo
(Tabela 01).
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A amostra 1 apresentou, no pré-tratamento, uma porcentagem de lignina de 7 % (Tabela
02), e a quantidade de lignina total presente no material pré-tratado determinado pela
caracterizacdo quimica foi de 9,77 % (Tabela 05).

J& a amostra 27, que representa um ponto central teve uma recuperacdo de massa de
lignina de 96 % mostrando 6timas condi¢des para o rendimento, sendo a quantidade de lignina
presente no material pré-tratado via caracterizacdo quimica de 7,01 % (Tabela 5).

E as melhores condicdes para recuperacao tanto de lignina (87 %), quanto de xilana (78
%), ensaio 16, a quantidade de lignina total apresentada foi 8,38 %.

Os espectros de lignina para os experimentos 1, 16 e 25, que representam
respectivamente as condi¢fes mais amenas, severas e 0 ponto central, estdo representados na
figura 16. Os espectros da lignina revelaram a presenca de sinais em 1326, 1265, 1214 e 1117
cm?, que indicam uma existéncia alta de siringil e guaiacil. As vibracdes de deformacéo axial
de C-O em éalcoois e fendis produz uma banda forte na regio de 1000-1260 cm™. Porém o

modo vibracional complica-se mais com a presenca de ramificacOes e insaturacgdes.

O aparecimento das bandas em 1326 e 1261 cm™ ! ¢ atribuida ao relaxamento do anel
siringila com alongamento C-O e relaxamento do anel guaiacil com alongamento C=0,

respectivamente. A banda em 1220 cm ~ ! também esta relacionado ao relaxamento das ligacdes

C — O alongamento das estruturas siringila e guaiacil.

Figura 16: Espectro do infravermelho aplicada para identificacdo de lignina.
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Os espectros de hemicelulose para os experimentos 1, 16 e 25, que representam
respectivamente as condi¢fes mais amenas, severas e 0 ponto central, estdo representados na
figura 17. A regido de impress&o digital da hemicelulose foi indicada entre 800 e 1700 cm™. Os
dois primeiros picos, analisando da direita para esquerda, acontecem nas faixas de 906 cm™
representando um indicativo da configuracdo B do 1 — 4 ligag¢des xilopiranosil. A banda
encontrada a 1047 cm™ foi atribuida ao alongamento das ligagdes C—O e C— e a contribuicéo
das ligag@es glicosidicas C—-O—C da estrutura de xilana. As bandas entre 1152 e 995 cm™ podem
ser atribuidas a arabinoxilana (SUN et al. 2012).

A banda entre 1320 e 1247 cm pode ser atribuida ao alongamento —CH, curvatura —H
ou C-O na hemicelulose, como na vibracdo do &cido carboxilico devido a 4-O-metil-a- de
grupos de acidos glucurénicos. A banda na regido de 1510 cm™, é uma caracteristica da lignina
(XUE et al. 2012).

A partir de uma consideracao global, os perfis de espectro FT-IR de hemicelulose foram

semelhantes e confirmaram sua estrutura de arabino-glucuronoxilana (AGX).

Figura 17: Espectro do infravermelho aplicada para identificacdo da hemicelulose.
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Fonte: O autor.
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5.2 VALIDACAO DO MODELO

Foram selecionadas as melhores condicGes para obtengéo de lignina e xilana, aplicando
0 processo de organosolv: 50 % de etanol, 5,5 % de hidroxido de sodio, temperatura de 150 °C
(Tabela 02). Nesta condicdo, a lignina foi maximizada, uma vez que o objetivo central do
processo organolsolv é a extracdo de lignina. Nestas condi¢fes o rendimento de extracdo de
xilana é considerado alto, atendendo desta forma ao objetivo de extrair xilana e lignina em um
mesmo processo. Foi obtido 64,74 % de xilana e 100 % de lignina. O rendimento de extracdo
de xilana é estatisticamente significativo, com base no desvio padréo do rendimento obtido em

comparacéo ao rendimento predito pelo modelo (Tabela 06).

Tabela 06: Rendimento de extrag&o de xilana e lignina obtido em comparagéo ao rendimento

tedrico.
Hidroxido .
] Etanol L - Temp Tempo . 0 Lignina

Ensaio (%) de(?)/c:);ilo ©C)  (min) Xilana (%) %)

Rendimento 5,5 150 45  6474+257 100
obtido

Rendimento 5,5 150 45  6967+351 100
tedrico

Fonte: O autor

5.3 RENDIMENTO DE EXTRAC}AO DE XILANA EM RELACAO A LIGNINA
(SELETIVIDADE)

A relacdo entre o rendimento de extracdo de xilana e lignina evidencia a condicdo
experimental que permite maior extracdo de xilana em relacdo ao rendimento de lignina. A
seletividade para a xilana, desta forma, evidencia condi¢fes experimentais que beneficiam a
extragéo de xilana em relagéo a extracgéo de lignina.

A tabela 07 apresenta os resultados obtidos, a partir dos quais foi construido um grafico
de Pareto e um grafico de contorno e superficie de resposta. A concentracdo de etanol foi a
variavel significativa na seletividade para extracdo de xilana. Esta variavel sendo significativa
e negativa, indica que menores concentracbes de etanol beneficia a extracdo de xilana.
Provavelmente, alta concentracéo de etanol provoca a precipitacdo na etapa do pré-tratamento,
evitando assim sua recuperacdo do meio liquido apds o processo. Considerando que a interagdo
entre solvente e temperatura estdo proximos da significancia, a temperatura pode ser

considerada uma variavel com influéncia na seletividade para xilana. Uma vez que esta
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interacdo tem significancia positiva, aumento na temperatura foi benéfico para o rendimento de

extracdo de xilana.

Tabela 07 — Rendimento de extracdo de xilana em relacdo a recuperacdo de lignina —

seletividade.
Ensaio Etanol NaOH (%) °C Te”.‘po Xilana/Lignina
(%) (Min)
1 30 3 120 25 577
2 70 3 120 25 0,51
3 30 8 120 25 4,13
4 70 8 120 25 0,65
5 30 3 180 25 1,88
6 70 3 180 25 0,84
7 30 8 180 25 1,68
8 70 8 180 25 0,57
9 30 3 120 65 4,55
10 70 3 120 65 0,43
11 30 8 120 65 12,40
12 70 8 120 65 1,25
13 30 3 180 65 0,84
14 70 3 180 65 1,29
15 30 8 180 65 2,09
16 70 8 180 65 0,90
17 10 55 150 45 1,54
18 90 55 150 45 0,76
19 50 0,5 150 45 10,41
20 50 10,5 150 45 0,77
21 50 5,5 90 45 0,91
22 50 55 210 45 0,95
23 50 55 150 5 0,51
24 50 55 150 85 0,36
25 50 55 150 45 0,69
26 50 55 150 45 0,74
27 50 55 150 45 0,68

Fonte: O autor

O ensaio 11 foi 0 que apresentou o melhor resultado de seletividade para xilana, suas

condigdes foram: concentracdo de solvente: 30 %, hidréxido de sodio: 8 %, temperatura: 120

°C e tempo de 65 min. O grafico de Pareto (Figura 18), apresenta a combinacao dos parametros

solvente e temperatura como sendo a de maior influéncia na seletividade para extracdo de

xilana.
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Figura 18: Grafico de Pareto para a seletividade de extragdo de xilana.
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Fonte: O autor

A combinacéo das variaveis solvente e temperatura mostrou a variacao na seletividade
de extracdo de xilana (Figura 19). Os graficos mostram que, por outro lado, a seletividade da

extracdo de lignina ocorre em alta concentracdo de solvente, o que favorece a solubilizacdo da
lignina.

Figura 19: Superficie de resposta entre tempo e solvente no planejamento composto central
rotacional (estrela) para avaliacdo da seletividade de extracdo de xilana (A). Grafico de
contorno contendo 0 mesmo centro rotacional da superficie de resposta (B).
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Fonte: o autor

5.4 HIDROLISE ENZIMATICA

A etapa de hidrolise enzimatica da celulose, necessaria para a obtencdo de agUcares
fermentéveis, ocorreu apds a etapa de pré-tratamento. A hidrdlise enzimaética é catalisada por
enzimas altamente especificas denominadas celulases, que, assim como as demais enzimas, €
produzida principalmente por fungos filamentosos e bactérias (SALOMAO, 2017). O papel de
tais enzimas é clivar as ligacOes internas da regido amorfa/cristalina da celulose, expondo as
extremidades redutoras e ndo redutoras livres e liberando moléculas de glicose (VILELA,
2013).

Os resultados da analise em CLAE, apés a realizagdo da hidrolise enzimaética,
mostraram a concentracdo de glicose gerada pela hidrolise da celulose a partir da acdo das
enzimas em tal etapa. Tais resultados podem ser observados na Tabela 08. Os resultados
variaram de 9,02 g/L a 18,09 g/L, resultados semelhantes aos obtidos por MESA et al (2011),
que ao aplicar o processo de organosolv no fracionamento da biomassa obteve resultados
variando entre 11,3 g/ L e 18,1g/L em condicGes semelhantes ao presente estudo. As condi¢des
aplicadas por MESA et al (2011) no maior rendimento foram: 60 minutos, a 195°C com 30%
de etanol, mostrando que as condi¢6es do experimento 9 (Tabela 8) 30 % de etanol, a 120°C
durante 65 min resultou em concentracGes semelhantes, proximo dos 18 g/L em ambos 0s
estudos.
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Tabela 08 — Concentracdo e rendimento em glicose gerada apds a hidrélise enzimatica do
material pré-tratado.

Ensaio Etanol NaOH Temp Tempo concentracao Conversao

(%) (%) ¢C)  (Min) (9/L) (%)
1 30 3 120 25 16,29 80,64
2 70 3 120 25 13,62 67,10
3 30 8 120 25 12,85 63,26
4 70 8 120 25 14,36 71,14
5 30 3 180 25 16,99 83,33
6 70 3 180 25 14,76 72,72
7 30 8 180 25 17,12 83,91
8 70 8 180 25 14,21 70,67
9 30 3 120 65 18,09 88,56
10 70 3 120 65 17,03 83,47
11 30 8 120 65 15,24 75,45
12 70 8 120 65 15,09 73,61
13 30 3 180 65 17,15 84,87
14 70 3 180 65 16,85 82,62
15 30 8 180 65 10,32 50,98
16 70 8 180 65 12,12 44,44
17 10 55 150 45 14,58 71,84
18 90 55 150 45 14,95 74,01
19 50 0,5 150 45 11,99 59,36
20 50 10,5 150 45 15,92 77,69
21 50 55 90 45 12,27 60,58
22 50 55 210 45 9,02 44 41
23 50 55 150 5 11,72 58,02
24 50 55 150 85 12,25 59,82
25 50 55 150 45 18,24 89,85
26 50 55 150 45 17,63 87,23
27 50 55 150 45 17,61 87,20

Fonte: O autor

Segundo a tabela ANOVA (Tabela 09) todos os parametros apresentaram significancia

no teor de glicose.
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Tabela 09: Tabela ANOVA para o rendimento de glicose no planejamento composto central

rotacional (estrela) do processo organosolv.

Fator SS df MS F p
Etanol (%) (L) 69,695 1 69,695 30,1968 0,031557
Etanol (%) (Q) 91,408 1 91,408 39,6041 0,024332
NaOH (%) (L) 223,068 1 223,068 96,6485 0,010189
NaOH (%) (Q) 214,385 1 214,385 92,8862 0,010595
(3) Temperatura (°C)(L) 160,281 1 160,281 69,4447 0,014096
Temperatura (°C)(Q) 1099,030 1 1099,030 476,1760 0,002093
Tempo (min)(L) 1,112 1 1,112 0,4819 0,559367
Tempo (Min)(Q) 661,953 1 661,953 286,8039 0,003469
1L x 2L 19,733 1 19,733 8,5498 0,099765
1L x 3L 25,068 1 25,068 10,8613 0,081036
1L x 4L 11,905 1 11,905 5,1580 0,151122
2L x 3L 86,664 1 86,664 37,5486 0,025613
2L x 4L 402,413 1 402,413 174,3530 0,005687
3L x 4L 469,536 1 469,536 203,4355 0,004880
Pure Error 4,616 2 2,308
Total SS 4561,019 26

Fonte: o autor

Legenda: SS: soma de quadrados; DF: grau de liberdade; MS: quadrados médios; L:

valor linear; Q: valor quadratico. Os nimeros representados em negrito indicam 0s termos

significativos.

Assim, foi possivel obter os graficos de superficie de resposta que analisam o

comportamento da geracdo de glicose de acordo com as variagdes dos parametros de reacoes

do pré-tratamento. Deste modo, observam-se as condi¢des de pré-tratamento que modificam a

biomassa, provavelmente reduzindo sua recalcitrancia, aumentando o rendimento em glicose

na hidrélise enzimatica.
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Figura 20: Superficie de resposta na interacdo entre hidroxido de sodio e solvente no
Planejamento composto central rotacional (estrela) para avaliagdo do processo organosolv no

rendimento de glicose(A). Gréafico de contorno contendo o mesmo centro rotacional da
superficie de resposta (B).
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Figura 21: Superficie de resposta na interacdo entre temperatura e solvente no Planejamento
composto central rotacional (estrela) para avaliagcdo do processo organosolv no rendimento de

glicose (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de

resposta (B)
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Figura 22: Superficie de resposta na interagdo entre tempo e solvente no Planejamento
composto central rotacional (estrela) para avaliagdo do processo organosolv no rendimento de
glicose (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B).
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Figura 23: Superficie de resposta na interacdo entre temperatura e reagente no Planejamento
composto central rotacional (estrela) para avaliagcdo do processo organosolv no rendimento de
glicose (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B)
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Figura 24: Superficie de resposta na interacdo entre tempo e reagente no Planejamento
composto central rotacional (estrela) para avaliagcdo do processo organosolv no rendimento de

glicose (A). Superficie de contorno contendo o mesmo centro rotacional da superficie de
resposta (B).
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Figura 25: Superficie de resposta na interacdo entre tempo e temperatura no Planejamento
composto central rotacional (estrela) para avaliagcdo do processo organosolv no rendimento de
glicose. B: Superficie de contorno contendo 0 mesmo centro rotacional da superficie de
resposta.
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As duas amostras com menor rendimento de glicose foram as amostras 15 (65 minutos
de pré-tratamento, a 120°C, com 8% de hidroxido de sddio e 30% de etanol) e 22 (45 minutos
de pré-tratamento, a 210°C, com 5,5% de hidréxido de sodio e 50% de etanol). Tais amostras
apresentaram rendimentos com altos teores de lignina e hemicelulose.

J& as amostras 9 (65 minutos de pré-tratamento, a 120°C, com 3% de hidroxido de sddio
e 30% de etanol) e 25 (45 minutos de pré-tratamento, a 150°C, com 5,5% de hidrdxido de sodio
e 50% de etanol) apresentaram os maiores rendimentos de glicose, com 89% e 88%
respectivamente.

Amostras com maior conteudo de lignina provocam maior adsorcdo improdutiva de
enzimas; quando ndo retirada, a lignina pode passar por redeposi¢do em superficies de celulose

e ocupar poros antes acessiveis (WONG et al., 1988)

6 CONCLUSAO

No que tange a escolha dos parametros e condigdes experimentais para o pré-tratamento
organosolv em meio alcalino observou-se que os parametros de maior influéncia sobre a
biomassa estudada (bagaco de cana-de-agUcar) foram: a concentracdo de reagente (hidroxido
de sodio), a concentracdo de solvente (etanol) e a temperatura que a solugédo foi exposta. Uma
faixa 6tima, para maximizar a recuperagdo da xilana e lignina foi determinado em conjunto. A
maximizacdo da extracdo de xilana foi incompativel com a extracédo de lignina, nas condi¢cfes
de 30% de etanol, 8 % de hidréxido de sddio exposto a 120 °C por 65 minutos. Por outro lado,
foi possivel obter uma relacdo direta com a quantidade de reagente e solvente na recuperagéo
da lignina sem que ocorresse uma diminuicdo significativa na recuperacdo da xilana, pois o
reagente na concentracdo de 8 %, o solvente em 70% agindo a 180 °C por 65 minutos, gerou
um rendimento de 87 % de lignina e 79 % de xilana. A hidrolise enzimatica apresentou o melhor
resultado nas condicGes de 65 minutos, a 120°C com 30% de etanol. A condicdo de
maximizacdo de extragdo de lignina e xilana sdo incompativeis com rendimento de hidrolise
enzimatica. Porém, as condigdes do ponto central resultaram em altos rendimentos de extracdo
de xilana, lignina e obtencdo de glicose. Desta forma, foi possivel identificar condicbes
experimentais para extrair as duas macromoléculas no mesmo processo, com alta converséo da
celulose em glicose via hidrélise enzimatica.

0 estudo também nos permitiu identificar e aplicar uma flexibilidade no processo,
podendo adaptar as condicBes do pré-tratamento de acordo com a necessidade da fracdo a ser

recuperada. e o principal parametro a ser variado € o etanol. altas concentracGes de etanol
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proporcionam uma maior recuperacao de lignina, enquanto prejudica a recuperagéo da xilana,
uma vez que, ela se solubiliza na primeira etapa do pré tratamento. Por outro lado, baixas
concentracdes de etanol aumentam a recuperacdo da xilana, mas diminuem a concentracao de
lignina. Portanto o pré-tratamento proporciona essa flexibilidade operacional permitindo que se

maximize a fracdo desejada de acordo com a demanda.
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