UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
2w “JULIO DE MESQUITA FILHO”
AVAVAY

u n e Sp aY INSTITUTO DE GEOCIENCIAS E CIENCIAS EXATAS

Trabalho de Conclusdo de Curso

Curso de Graduagao em Engenharia Ambiental

EFEITO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO DILUIDO NA FORMACAO DE
PSEUDO- LIGNINA EM PALHA DE CANA-DE-ACUCAR E SACARIFICACAO
ENZIMATICA

Julia Ribeiro Martins

Orientador: Dr. Michel Brienzo

Coorientador; Alison Andrei Schmatz

Rio Claro - SP

2019




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas

Campus de Rio Claro

JULIA RIBEIRO MARTINS

EFEITO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO DILUIDO NA
FORMACAO DE PSEUDO-LIGNINA EM PALHA DE CANA-
DE-ACUCAR E SACARIFICACAO ENZIMATICA

Trabalho de Conclusdao de Curso apresentado
ao Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas -
Campus de Rio Claro, da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, para

obtencdo do grau de Engenheiro Ambiental.

Rio Claro - SP
2019



Martins, Julia Ribeiro
M386e Efeito do Pré-Tratamento Acido Diluido na Formagao
de Pseudo-Lignina em Palha de Cana-de-AcUcar e
Sacarificacdo Enzimatica / Julia Ribeiro Martins. -- Rio
Claro, 2019
54 p. : il., tabs., fotos

Trabalho de conclusao de curso ( -) - Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Geociéncias e
Ciéncias Exatas, Rio Claro

Orientador: Michel Brienzo

Coorientador: Alison Andrei Schmatz

) 1. Etanol cet iéfsi%o. 2. Epzim 3. Aclino SUiEuBiICO' I
Sistema de gerag;i?gautomatlca e fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Ged&iBfias e Ciéncias Exatas, Rio Claro. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



JULIA RIBEIRO MARTINS

EFEITO DO PRE-TRATAMENTO ACIDO DILUIDO NA
FORMACAO DE PSEUDO-LIGNINA NA PALHA DE CANA-DE-
AGUCAR E SACARIFICACAO ENZIMATICA

Trabalho de Formatura apresentado ao Instituto de
Geociéncias e Ciéncias Exatas - Campus de Rio Claro,
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, para obtengdo do grau de Engenheiro Ambiental.

Comissao Examinadora
Dr Michel Brienzo (orientador)
Dra. Dénia Elisa Christofoletti Mazzeo Moralcs

Dra. Cérol Terrone

Rio Claro, 28 de junho de 2019.

Ltea, Ridenss Nt M,‘BIVI'L’JH'
S /

Assinatura da aluna Assinatura do orientador



RESUMO

A cana-de-agucar ¢ uma graminea amplamente cultivada, principalmente no Brasil, gracas ao
seu grande valor econdmico como matéria-prima para producao de agticar e etanol. A celulose
existente em outras partes da biomassa da cana-de-agiicar, como a palha, apresenta também
potencial para geracdo de produtos de destaque econdmico. Para o seu aproveitamento, e sua
conversao em bioetanol, ¢ necessaria a aplicagdo de pré-tratamentos em virtude de sua
recalcitrancia. No pré-tratamento acido diluido (H,SO4) ocorre a formagdo de produtos de
degradacao de agucares e lignina, que sao inibidores na hidrolise enzimatica e processo
fermentativo, podendo ocorrer a condensagdo entre esses compostos e precipitacdo sobre a
fibra de celulose, formando a pseudo-lignina. Assim, visando melhorar a efetividade dos pré-
tratamentos e aumentar a produtividade de etanol de segunda geragdo, ¢ possivel controlar
condigdes do pré-tratamento, como temperatura, tempo de reacdo e concentragdo de acido,
com o objetivo de minimizar a formacdo desses produtos de degradag¢do. Neste estudo,
utilizou-se a palha da cana-de-agicar em pré-tratamentos com acido sulfurico diluido
realizados em reatores de ago inoxidavel com volume operacional de 50 mL. O material foi
submetido a diferentes condi¢des operacionais, como tempo de reacdo (10 a 60 min),
temperatura (120 a 180°C) e concentragdo de acido (2 a 20 %, m/m massa de acido por massa
de material). Os resultados obtidos indicam que condi¢des muito extremas de pré-tratamento
acido (60 minutos de pré-tratamento, a 180°C e 20% de acido) levaram a degradagdo da
fracdo celuldsica, com uma redugdo de 56,17% em relagdo a biomassa in natura, o que pode
explicar a diminuicdo do rendimento de glicose ap6s a hidrélise enzimatica, ja qua tais
condi¢des apresentaram um dos menores rendimentos (1,49%). Além disso, houve aumento
do teor de lignina em todas as amostras apos o pré-tratamento acido diluido, a0 mesmo tempo
em que ocorreu redu¢do do teor de hemicelulose, em relacdo a biomassa in natura. As
condi¢des que levaram ao maior teor de lignina e de pseudo-lignina foram, também, as mais
extremas, com 60 minutos de reacdo, a 180°C e 20% de acido, apresentando 75,37% de
lignina e 25,46% de pseudo-lignina. Por fim, foi possivel concluir que todas as condi¢des de
pré-tratamento estudadas influenciaram o rendimento em glicose ap6s a hidrdlise enzimatica,
sendo que o tempo de reagdo e a associagdo entre a temperatura e a concentragdo de acido
foram os mais determinantes, podendo-se estimar, por meio dos graficos obtidos, que, dentro
do intervalo estudado, as melhores condi¢des de pré-tratamento para maximizar a hidrélise
enzimatica sao 60 minutos de reacao, a 180°C e 2% de acido sulftrico.

Palavras-chave: recalcitrancia, biomassa lignocelulosica, bioetanol, acido diluido, hidrélise

enzimatica.



Abstract

Sugarcane is widely grown, mainly in Brazil, due to its great economic value, as a source of
sugar and for ethanol production. Cellulose present in the straw of sugarcane presents
potential for the generation of products of outstanding economic importance. The straw
consists of the tip and leaves of the sugarcane plant, with high potential for the generation of
high value-added products, since that about 30% of the total energy of the plant is contained
in this material. The straw is becoming a new abundant residue, studied for its use, such as its
conversion into bioethanol, a process in which the recalcitrance of the material needs an
application of pre-treatment. In the diluted acid pre-treatment, sugar and lignin-degradation
products are generated, which are inhibitors in the enzymatic hydrolysis and fermentation
process. In order to improve the effectiveness of pre-treatments and increase the productivity
of second-generation ethanol, pretreatment conditions should be controlled. The sugarcane
straw was used in pre-treatments with diluted sulfuric acid carried out in stainless steel
reactors with an operational volume of 50 mL. The material was subjected to different
operating conditions, such as reaction time (10 to 60 minutes), temperature (120 to 180 °C)
and acid concentration (2 to 20%, m/m acid mass per mass of material), to evaluate the
released sugars and the formation of lignin and pseudo-lignin (lignin condensed with sugar
degradation products). The results indicate that very extreme acid pretreatment conditions (60
minutes pretreatment at 180°C and 20% acid) resulted in the degradation of the cellulosic
fraction, with a 56.17% reduction in relation to the in natura biomass, which explains the
decrease in glucose yield after enzymatic hydrolysis, since these conditions had one of the
lowest yields (1.49%). In addition, there was an increase on lignin content in all samples after
diluted acid pretreatment, while a reduction in the hemicellulose content occurred in relation
to the in natura biomass. The conditions that led to the higher content of lignin and
pseudolignin were also the most extreme, with a 60 minutes reaction, at 180°C and 20% acid,
presenting 75.37% lignin and 25.46% pseudo-lignin. Finally, it was possible to conclude that
all the pretreatment conditions studied influenced glucose yield after enzymatic hydrolysis,
and the reaction time and the association between temperature and acid concentration were
the most determinant, estimating, through the graphs obtained, that, within the range studied,
the best pre-treatment conditions to maximize the enzymatic hydrolysis are 60 minutes of
reaction at 180°C and 2% of sulfuric acid.

Keywords: recalcitrance, lignocellulosic biomass, bioethanol, diluted acid, enzymatic

hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Durante o século XX, principalmente ap6s a Revolu¢do Industrial, o desenvolvimento
econdmico aumentou a dependéncia de combustiveis fosseis, como fontes de energia usadas
nos meios de transporte e em atividades industriais. Segundo o Banco Nacional do
Desenvolvimento Economico e Social (BNDES), petroleo, gés natural e seus derivados
respondem por 55% do consumo mundial de energia, sendo, portanto, de extrema importancia
para o desenvolvimento econdmico. No entanto, tal crescimento ndo pode ser considerado
como sustentavel, ja que se trata de combustiveis com reservas finitas, cuja queima representa
aproximadamente 82% das emissdes de gases causadores do efeito estufa, como o dioxido de

carbono, o metano e o 6xido nitroso (SANTOS et al., 2012).

O planeta encontra-se em condi¢des cada vez mais preocupantes de preservacao do meio
ambiente, ¢ assim surge a necessidade de estudo de fontes sustentaveis de energia, como a
producdo de combustiveis a partir de matéria organica renovavel (biomassa). O etanol tem se
mostrado uma das melhores alternativas para a redugdo do uso de combustiveis derivados do
petroleo e, nesse contexto, o Brasil se destaca mundialmente pelo pioneirismo na producao de
etanol combustivel a partir do caldo da cana-de-actiicar (OLIVEIRA, 2010). As cultivares
modernas sdo hibridos originarios do cruzamento entre as espécies Saccharum officinarum e

Saccharum spontaneum, em sua maioria (CORDEIRO et al., 2006).

A cana-de-agucar traz consigo uma nova problematica, relativa as amplas areas de plantio
necessarias para suprir as demandas energéticas atuais, prejudicando, assim, o cultivo de
outras culturas também importantes para a sociedade, no contexto da agropecudria. O
aproveitamento integral da cana-de-agucar (palha e bagaco) pode aumentar significativamente
a produg¢do de etanol por hectare, sem necessidade de ampliacdo da area cultivada (SANTOS
et al., 2012). Os residuos da agroindustria, como a palha de trigo, palha de milho, entre outros
materiais lignoceluldsicos, estdo sendo estudados para a obtencdo de bioetanol a partir de
carboidratos estruturais, de modo a complementar a produ¢do do etanol combustivel

(OLIVEIRA, 2010).

Com a promulgacdo da Lei 11.241/02, regulamentada pelo Decreto 47.700/03, que dispde
sobre a eliminagdo gradual da queima da palha da cana-de-agticar até¢ 2021 no Estado de Sao

Paulo — com tendéncia do mesmo ocorrer nos demais estados produtores —, o setor
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sucroalcooleiro teve de lidar com um novo residuo abundante: a palha, constituida das folhas
e residuos vegetais (pontas de colmo) da propria cana-de-agucar (JUSBRASIL, 2002;
OLIVEIRA, 2010).

Entretanto, ¢ dificil converter toda a biomassa em etanol ou produtos de alto valor
agregado em virtude da recalcitrancia do material, sendo necessaria a aplicacdo de pré-
tratamentos (MELATI et al., 2018). Estudos realizados com pré-tratamentos em meio acido
diluido mostram um aumento da porcentagem de lignina no material pré-tratado, mas com
melhora no rendimento em glicose na etapa de hidrolise enzimatica (BRIENZO et al., 2017).
Neste tipo de pré-tratamento, formam-se produtos indesejados, produtos da degradacdo de
acUcares e lignina, os quais sdo inibidores do processo fermentativo (RASMUSSEN et al.,
2014). Além disso, ocorre a condensacao entre produtos de degradac¢ao de agtiicares com os da

lignina e precipitagdo sobre a fibra de celulose, formando a pseudo-lignina (HU et al., 2012).

Entender os fatores que levam a formacdo dessa estrutura, a qual é prejudicial a acao
enzimdtica, ¢ fundamental para melhorar a efetividade dos pré-tratamentos (HU;
RAGAUSKAS, 2014). O conhecimento sobre a formag¢do da pseudo-lignina no pré-
tratamento acido diluido, determinada por condi¢cdes como temperatura, concentracdo de
acido e tempo de reagdo, ¢ extremamente importante na perspectiva da producao de etanol de
segunda geragdo, ja que evitar a formagao da pseudo-lignina pode melhorar a efetividade dos

pré-tratamentos, otimizando a acdo de enzimas.

2  OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo geral analisar o efeito de pré-tratamento acido
diluido na formagdo de pseudo-lignina em palha de cana-de-agtcar, tendo em vista que a

pseudo-lignina age como inibidor na hidrolise enzimatica.

2.1. Objetivos Especificos



a) Analisar a influéncia dos parametros de pré-tratamento acido diluido, como temperatura,

tempo e concentragdo de acido, na formacdo da pseudo-lignina.

b) Analisar a influéncia da presenca de pseudo-lignina no rendimento em glicose da hidrolise

enzimatica.

c) Levantar outros fatores determinantes no rendimento em glicose apds a hidrélise
enzimatica, como composicao quimica da biomassa, solubilizagdo da celulose ¢ da

hemicelulose e a presenca de extrativos.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Materiais Lignoceluldsicos

Os materiais lignoceluldsicos, como residuos agricolas (palha e bagago de cana-de-agucar,
palha de trigo e residuos de milho), residuos florestais (restos de madeira), entre outros,
constituem-se em matéria-prima para a produgdo de bioetanol, bem como de outros produtos
utilizados em diversos segmentos industriais, gragas ao seu carater renovavel, abundancia e

baixo custo (BINOD et al., 2010; YAMASHITA et al., 2008; DEMIRBAS, 2003).

Os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de estruturas compactas e fibrosas,
compostas em sua maioria pelos polissacarideos celulose e hemicelulose, entremeados por
outra macromolécula formada por alcoodis aromaticos, a lignina, aos quais se encontram
unidos por ligagdes covalentes e ligagdes de hidrogénio, sendo que as proporc¢des entre cada
constituinte dependem da origem do material vegetal. A estrutura do material lignocelulosico

pode ser vista na Figura 1.



Figura 1 — Estrutura do material lignocelulosico

Fonte: Santos et al., 2012

A composicao quimica do bagago da cana-de-agtcar ¢ de 32% a 38% de celulose, seguido
de 19% a 24% de hemicelulose e de 23% a 32% de lignina, além de uma pequena quantidade
de cinzas e extrativos. Estima-se que para cada tonelada de cana-de-agucar processada sdao
gerados em média 140 kg de bagaco em base seca e 140 kg de palha, que ultimamente ¢
subaproveitada (SANTOS et al., 2012). Atualmente, o bagago ¢ utilizado para queima em

sistema de cogeracdo de energia (caldeiras), e a palha, subaproveitada, ¢ deixada no campo.

A composi¢ao quimica da biomassa ¢ determinante no que tange ao rendimento de cada
biomassa em tal producgdo, ja que a hidrdlise e a fermentagdo para produgdo de bioetanol
agem diretamente na fracao de celulose e hemicelulose, enquanto a fracao de lignina dificulta
o acesso das enzimas (SILVA, 2010). A Tabela 1 mostra, em porcentagem, a composi¢ao
quimica de biomassas lignoceluldsicas com potencial para produgdo de etanol de segunda

geracao.



Tabela 1 — Composi¢ao quimica de biomassas lignoceluldsicas.

Biomassa Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
Palha de cana 38,1 29,2 26,2 Silva (2009)
Bagaco de cana 36,9-48.,6 24,6-32,8 13,3-21,5 Brienzo et al. (2017)
Madeira dura 43-47 25-35 16-24 Santos et al. (2012)
Madeira mole 40-44 25-29 25-31 Santos et al. (2012)
Talo de milho 35 25 35 Santos et al. (2012)
Farelo de cevada 23 32,7 24,4 Silva (2010)
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19 Santos et al. (2012)
Muda de grama 45 31,4 12 Sun; Cheng (2002)
Algodao 95 2 0,3 Santos et al. (2012)
Palha de trigo 30 50 15 Santos et al. (2012)
Papel 85-99 0 0-15 Sun; Cheng (2002)
Sisal 73,1 14,2 11 Santos et al. (2012)
Palha de arroz 43,5 22 17,2 Silva (2010)
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45 Santos et al. (2012)

Dentre as biomassas lignocelulosicas apresentadas, a cana-de-agucar ganha destaque para a
producao de etanol de segunda geragdo, principalmente no Brasil, devido ao seu amplo cultivo
no pais (MELATI et al., 2018). Além disso, a eliminagdo gradual da queima da palha da cana-
de-acucar até 2021 no Estado de Sao Paulo, disposta pela Lei 11.241/02, representa incentivo ao

aproveitamento desta biomassa.

3.2. Cana-de-Ac¢tcar

A cana-de-acucar ¢ uma graminea, oriunda do sudeste asiatico, mas produzida em grande
escala mundial, alcancando mais de 80 paises, principalmente gracas ao aumento de consumo
como fonte de aglcar, etanol e energia elétrica na alimentacdo de caldeiras (TEIXEIRA,

2006).

O Brasil atualmente ¢ o maior produtor e consumidor de cana-de-acicar no mundo
(Figura 2), em virtude de sua adaptacdo ao clima tropical e ao seu potencial produtivo,

gerando diversos recursos € empregos diretos, além de contribuir significantemente para a



economia, com relativo aumento em sua producdo. De 2004 a 2014, a expansao da cana-de-
acucar foi de 322% na regido Centro-Oeste. Os estados que mais expandiram sua area de
plantio foram Mato Grosso do Sul, com crescimento de aproximadamente 500%, e Goias,
com 456% (CONAB, 2014). De acordo com o acompanhamento de safra realizado pela
Associagdo dos Produtores de Bioenergia do Mato Grosso do Sul (2019), este estado teve um
aumento de 5,39% na produgdo de cana na safra 2018/2019 se comparado a safra anterior,

sendo que o aumento na producdo de etanol foi de 25,89%.

Figura 2 — Os dez maiores produtores de cana-de-agucar no mundo em toneladas em 2017
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Fonte: FAO, 2017

A cana-de-agucar possui porte ereto, com altura méxima em torno de 2—3 m. Apresenta
raizes fasciculadas, o que permite melhor fixacdo ao solo, além de tronco ndo ramificado do
tipo colmo cheio, o qual € rico em reserva de sacarose. Suas folhas sdo longas, dispostas
alternadamente entre os n6és do colmo, com nervuras paralelas e uma mediana principal, além

de limbos finamente serrilhados (OLIVEIRA, 2010).

A cana-de-agucar ¢ composta pela epiderme, capa fina que recobre e protege o talo,
atuando como impermeabilizante; pela casca, composta de fibras bastante lignificadas que

protegem o talo dos efeitos mecanicos externos, dando sustentacdo a planta; e na parte interior
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do talo se encontra o tecido parenquimatoso, cuja func¢ao ¢ armazenar a sacarose (OLIVEIRA,
2010). Imersos dentro desse tecido aparecem feixes de fibras e vasos que juntos possuem a

fun¢do de conduzir os nutrientes e produtos produzidos pela planta (ICIDCA, 1990).

A produgdo e acumulo de sacarose tem sua eficiéncia diretamente ligada ao desempenho
fotossintético da planta. A cana-de-aglicar 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 economica da cana-de-agtcar
ao seu colmo, por ser a regido de armazenamento da sacarose, no entanto, ¢ essencial ressaltar
que a celulose presente na parede celular do bagaco resultante da extracdo do suco, bem como

da palha, também apresentam potencial energético (SILVA et al., 2009).

3.3. Palha de Cana-de-Ac¢ucar

A palha ¢ constituida pelas folhas secas da planta da cana-de-actcar, com grande
potencial para geracdo de produtos com alto valor agregado, uma vez que cerca de 30% da
energia total da planta esta contida nesse material (ALMEIDA, 2008). A Figura 3 apresenta

um desenho esquematico de uma planta de cana-de-acucar.



Figura 3 — Desenho esquematico de uma planta de cana-de-agtcar, suas partes componentes

(colmo, ponteiro e palha) e as respectivas composigdes em termos de umidade e biomassa.
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Fonte: Matsuoka et al, 2015

O potencial energético da cana-de-acucar ¢ desmembrado em seus trés principais
contribuintes: para cada tonelada de cana, 1.700 milijoules (mJ) vém do etanol produzido,
enquanto 2.100 e 2.150 mJ sdo referentes ao bagaco e a palha, respectivamente (MOREIRA,
2000). O tecido vegetal da palha de cana apresenta os mesmos componentes quimicos que o
bagaco ou a madeira. Entretanto, as propriedades fisico-mecanicas, geométricas, térmicas e

energéticas sao diferentes.

Foi muito comum a pratica de queima de palha para remové-la do colmo, o que facilita a
colheita e afugenta animais pegonhentos, que poderiam representar risco para os cortadores.
Contudo, a queimada do canavial causa sérios problemas de ordem ambiental e de saude
publica devido a grande producdo de fuligem e diversos compostos toxicos, comprometendo a
qualidade do ar nas regides de plantio (OLIVEIRA, 2008). A sustentabilidade da agricultura
também fica comprometida, pois o fogo altera as propriedades quimicas, fisicas e biologicas
do solo, prejudica a reciclagem dos nutrientes e diminui o percentual de aglcares redutores

totais (ART) contidos na cana-de-agucar (FERREIRA, 2014).

Outra pratica ¢ a deposicdo da palha no préprio solo da area plantada. No entanto, a

cobertura em excesso do solo com palha de cana-de-actcar pode prejudicar as plantas em



desenvolvimento, afetar a umidade, luminosidade e temperatura do solo, além de favorecer a

propagacao de parasitas das sementes (CORREIA; DURIGAN, 2004).

A produtividade média de cana-de-agucar no Brasil ¢ de 85 toneladas por hectare. Tendo
em vista que sdo geradas cerca de 12 toneladas de palha e 12 toneladas de bagago em base
seca por hectare de plantagdo, e considerando que toda a glicose sera convertida em etanol, o
aproveitamento integral da cana-de-acticar (colmo, palha e bagaco) poderd aumentar
significativamente a produc¢do de etanol por hectare, passando dos atuais 7.000 L para
aproximadamente 14.000 L, sem necessidade de expansdo da area cultivada (SANTOS et al.,

2012).

Para a producdo de etanol de segunda geragcdo, ¢ importante analisar a composi¢dao
quimica e as caracteristicas fisico-quimicas das biomassas lignoceluldsicas, no entanto, tais
caracteristicas dependem de fatores de origem, como clima da regido, caracteristicas do solo e
fertilizantes agricolas utilizados. Para a palha da cana-de-agucar, pode-se estimar tal
composicdo como geralmente sendo de 40-44% de celulose, 30-32% de hemicelulose e 22-

25% de lignina (SANTOS et al., 2012)

3.4. Celulose

A celulose ¢ o polissacarideo mais abundante na natureza, sendo a base estrutural das
células das plantas, e ¢ a mais importante substincia natural produzida pelos organismos
vivos. A principal fonte dessa molécula ¢ a fibra vegetal, onde a celulose atua como um

elemento estrutural, proporcionando resisténcia fisica as plantas (JEDVERT, 2017).

A celulose ¢ um polissacarideo constituido por unidades de anidroglucopiranose,
organizadas em dimeros de celobiose e dispostas linearmente, resultando em um
polissacarideo de alto peso molecular. Entre as cadeias poliméricas, ha ligagdes de hidrogénio
e interagcdes de Van der Waals, que formam regides cristalinas, com maior organizagdo, em
sua maioria bastante ordenadas. Porém, outras zonas amorfas, menos organizadas, ocorrem
alternadamente ¢ podem absorver agua, tornando a celulose macia e flexivel (GOLDSTEIN,
1981; FENGEL; WEGENER, 1989; FERREIRA et al., 2009). A Figura 4 ilustra a estrutura

de uma cadeia de celulose.



Figura 4 — Representacdo da macromolécula de celulose e interacdes entre cadeias.
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Fonte: Morais, 2005

As regides cristalinas e amorfas da celulose ocorrem em diferentes proporgdes de
acordo com a origem do material, e tal caracteristica tem influéncia no ataque enzimatico no
processo de hidrolise. O material amorfo ¢ definido como aquele que ¢ disforme ou nao
apresenta uma forma definida (O’SULLIVAN, 1997). A maioria das regides amorfas
corresponde as cadeias situadas na superficie da microfibrila, enquanto os componentes

cristalinos ocupam o seu nucleo (LARSSON et al., 1997), como pode ser visto na Figura 5.

As regidoes amorfas e cristalinas ndo possuem fronteiras bem definidas, mas parece
haver transicdo de um arranjo ordenado das cadeias de celulose para um estado desordenado
ou amorfo (RIBEIRO, 2014). Assim como o indice de cristalinidade, o grau de polimeriza¢ao
também ¢ uma propriedade importante para a classificagdo da celulose. O grau de
polimerizacdo informa a frequéncia relativa de ligacdes glicosidicas internas e terminais,
disponiveis para atua¢do de celulases, e pode ser definido com base no niimero médio de
mondmeros € na massa molecular média do polissacarideo, assim como inferido a partir de

sua viscosidade (SILVA, 2010).
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Figura 5 — Diferentes visdes do modo de distribuigdo da celulose cristalina e amorfa na
microfibrila. A: Celulose cristalina estd no centro da microfibrila e € envolta pelo substrato

amorfo. B: As regides cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensao horizontal.

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 lignoceluldsicos em
aplicagdes biotecnoldgicas, como a produ¢do de etanol de segunda geracio (ARANTES;

SADDLER, 2010).

3.5. Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um heteropolissacarideo, constituido principalmente por pentoses (D-
xilose e L-arabinose) e hexoses (D-glicose, D-galactose e D-manose) e, diferentemente da
celulose, consiste em cadeias mais curtas de agucares (GIBSON, 2013), como pode ser visto

na Figura 6.
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Figura 6 — Acgucares constituintes das hemiceluloses — (1) D-glucose, (2) D-galactose, (3) L-

arabinose, (4) D-xilose, (5) D-manose, (6) 4-O-metil-D-glucurénico.
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Fonte: Pitarelo, 2007

As hemiceluloses nao sdo, portanto, um composto quimico definido, mas sim uma classe
de compostos macromoleculares (MARABEZI, 2009). Sua estrutura apresenta ramificagdes
que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado
(SANTOS, 2012), compondo a fibra lignocelulosica, na qual também ¢€ possivel encontrar a

lignina.

3.6. Lignina

A lignina ¢ um dos principais componentes dos tecidos de gimnospermas e angiospermas,
sendo importante no transporte de dgua, nutrientes, metabolitos, além de conferir resisténcia

mecanica e proteger contra o ataque de micro-organismos (FENGEL; WEGENER, 1989).

A estrutura da lignina tem grande massa molecular, apresenta forma tridimensional e ¢
formada por unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas
por ligagdes do tipo éter e que estabelecem ligacdes cruzadas entre si. A biossintese de lignina
pode ser considerada como resultado da polimerizagdo de trés tipos principais de unidades de
fenilpropano, os monoligndis alcool cumarilico, 4lcool coniferilico e alcool sinapilico, que

sdo responsaveis por sua forma dura (Figura 7) (THOMPSON; TYNER, 2014).
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Figura 7 — Precursores primdrios da lignina: a) 4cool trans-p-cumarilico; b) acool trans-

sinaliptico; e c) acool trans-coniferilico.
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Fonte: Zakzeski et al., 2010.

A lignina estd geralmente associada a celulose e as hemiceluloses por meio de ligacdes
éter e carbono-carbono. Além disso, o pleno entendimento de suas estruturas e
comportamento ¢ fundamental para o sucesso da producdo de bioetanol, j& que a
remocao/alteracdo da lignina ¢ essencial para a realizagdo da hidrdlise enziméatica na produgao
de biocombustiveis a partir de materiais lignoceluldsicos. Tal remog¢ao gera a oportunidade de
utilizar a lignina em aplicagdes especificas, como producdao de quelantes, de adesivos para

madeira, vanilina e acido galico (BRIENZO, 2008).

3.7. Producao de Bioetanol

Toda matéria-prima que contenha polissacarideos ¢ potencialmente utilizavel na producao
de etanol, embora nem todas sejam economicamente vidveis. Em alguns casos, a matéria-
prima utilizada para a producdo de etanol ¢ responsavel, de modo geral, por at¢ 70% do custo
global do processo, sendo de primordial importdncia a busca de matérias-primas de baixo
custo e processos que permitam o maior aproveitamento dessas fontes (MAISTRO;
BARROS, 2002). Assim, a grande vantagem da produgdo de etanol a partir de materiais

lignocelulosicos ¢ o baixo custo da matéria-prima.
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O processo basico para a produ¢do de etanol a partir de um residuo lignocelulésico tem
inicio na trituracdo da biomassa, seguido de um pré-tratamento, hidrolise enzimatica para
obtenc¢do de agucares fermentaveis, fermentagao microbioldgica e destilagao do alcool obtido

(FERREIRA, 2014). A Figura 8 representa as etapas do processo.

Figura 8 — Producao de bioetanol a partir da biomassa vegetal.

Material Hidrd
idrdlise
o —pp|  Pré-
lignocelulosico | MIoegEm I [ R ——— I enzimatica

Agutares
Fermentaveis

v

Ekancs Destilagdo Fermentagdo I
(~90-95%)

Fonte: Oliveira, 2010

3.7.1. Pré-Tratamento

O pré-tratamento de uma biomassa lignoceluldsica consiste em uma das etapas
operacionais mais relevantes em termos de custo direto, e influencia indiretamente os custos
das etapas anteriores e subsequentes do processo de producao de etanol de segunda geragao

(RABELO, 2010).

O efeito do pré-tratamento pode ser descrito como o rompimento da matriz da parede
celular, incluindo ligagdes entre os carboidratos e a lignina, assim como a despolimerizagdo e
solubilizacdo de hemicelulose, facilitando o acesso de enzimas celulases (SOARES et al.,
2009), ja que diminui a recalcitrancia da biomassa vegetal in natura (BRIENZO et al., 2015,
2017; MELATTI et al., 2018). Tendo em vista que a presenca de hemicelulose e lignina
dificulta o acesso das enzimas a celulose, tal tratamento visa expoO-la a conversdo por tais
componentes (OLIVEIRA, 2010). Além disso, o pré-tratamento também tem por objetivo
reduzir o grau de cristalinidade da celulose, aumentar a area superficial da biomassa e evitar
ou minimizar a formag¢ao de compostos inibidores do processo tanto na etapa de hidrdlise
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quanto na etapa de fermentagdo (RABELO, 2010). A Figura 9 apresenta uma ilustragdo do

efeito do pré-tratamento na fibra vegetal.

Figura 9 — Efeito do pré-tratamento na estrutura lignocelulosica.
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Fonte: Mosier et al., 2005.

Ha diversos tipos de pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas que, com relagdo a sua
natureza, podem ser classificados como fisico, por meio da trituragdo do material; quimico,
realizando a deslignificagdo/modificagdo por intermédio de &acidos ou bases; biologicos,
efetuando a deslignificagdo pela agcdo de fungos; ou ainda uma combinacdo das trés
anteriores. A escolha das condi¢des de pré-tratamento dependerd de uma avaliacdo global do
processo, disponibilidade de recursos, rendimento e manutencdo da integridade dos insumos

de interesse e caracteristicas da biomassa (GALBE; ZACCHI, 2002).

O pré-tratamento por explosdo a vapor consiste na descompressdo subita de um sistema
pressurizado contendo vapor d’4dgua saturada a elevada pressio e a biomassa vegetal
(OLIVEIRA, 2010). Assim, o vapor penetra no material e condensa, formando agua liquida
dentro das fibras que rompe a estrutura do material (SAAD, 2010). Isso promove a hidrdlise
dos polissacarideos, principalmente a hemicelulose, assim como a degradacdo parcial da

lignina (CHEN et al., 2008).

O processo com acido diluido ¢ utilizado para obter um hidrolisado contendo agticares
fermentaveis, principalmente pentoses (OLIVEIRA, 2010). No Brasil, os reagentes acidos
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mais utilizados sdo o sulfurico (H,SOy), cloridrico (HCI) e nitrico (HNO;), podendo ser
concentrados ou diluidos (FERREIRA, 2014), e opta-se por usar acidos diluidos com o
objetivo de evitar problemas como a corrosao dos equipamentos ¢ a alta demanda de energia
necessaria para a recuperagao do acido. Em tal processo ocorre menor formagdo de inibidores

da fermentaciao (GALBE; ZACCHI, 2002).

O pré-tratamento alcalino, como a polpacao soda, sulfito e organosolv, geralmente ¢
empregado em materiais lignoceluldsicos in natura, pois estes apresentam uma estrutura
morfoldgica rigida e recalcitrante, necessitando, assim, de condigdes de reagdo mais severas
(OLIVEIRA, 2010; SANCHEZ; CARDONA, 2008). Sua acdo se baseia na clivagem da
estrutura da lignina pela saponificacdo dos grupos ésteres, tornando a fragao celuldsica mais

reativa (GOMEZ, 1985; MACHADO, 2000).

As condigdes de pré-tratamento precisam ser minuciosamente estudadas, uma vez que, se
o pré-tratamento for muito drastico, pode ocorrer a degradagdo da fracdo celuldsica, assim
como a formagdo de inibidores da fermentacdo, como furfural e hidroximetilfurfural; ja se for
muito brando, ndo aumenta significantemente a acessibilidade da enzima (SENDELIUS,

2005).

A formagao de furfural e hidroximetilfurfural é decorrente da reagdo de desidratagcdo da
xilose e da glicose, respectivamente. Caso ocorra tal formacdo, ¢ possivel realizar um
tratamento para remover tais inibidores, aplicando-se, por exemplo, métodos de overlime,
eletrodialise e carvao ativo (OLIVEIRA, 2010). A Figura 10 mostra a procedéncia de cada um

dos inibidores oriundos de diferentes constituintes da biomassa.
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Figura 10 — Formagdo de componentes inibidores durante o pré-tratamento.
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Fonte: Rabelo, 2010.

3.7.2. Hidrodlise

A hidroélise dos polissacarideos da biomassa em agucares fermentaveis pode ser realizada
com acido concentrado, com acido diluido, ou hidrolise enzimatica. Embora a hidrélise acida
seja eficiente e relativamente barata, gera residuos poluentes e produtos que inibem a

posterior fermentacao (RABELO, 2007).

A hidroélise com acido concentrado proporciona a quebra da hemicelulose e da celulose
presentes na biomassa. Tal técnica requer equipamentos altamente resistentes a corrosdo, ja
que utiliza solugdes aquosas de acidos minerais fortes, tais como acido sulfurico, cloridrico ou
fosforico, em baixas temperaturas. A recuperacdo do acido usado no processo ¢ essencial,
tanto do ponto de vista economico quanto pela possibilidade de problemas ambientais

(SZENGYEL, 2000).

No processo com acido diluido, parte da hemicelulose e da celulose sao hidrolisadas
separadamente, sendo que a hemicelulose hidrolisada pode ser removida, otimizando as

condi¢des de degradagdo. No entanto, em virtude das altas temperaturas aplicadas no
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processo, uma quantidade consideravel de actcares pode ser degradada, levando a uma

inibicdo da fermentacdo (LARSSON et al., 1997).

Ja a hidrolise enzimatica se mostra economicamente inviavel, no entanto oferece a
perspectiva de reducdo de custos no longo prazo, uma vez que ¢ possivel se atingirem
rendimentos proximos dos estequiométricos € em condi¢gdes menos criticas de temperatura,
pressdo e agressividade quimica, além de o processo ser menos poluente (SZCZODRAK;
FIEDUREK, 1996; WYMAN, 1999; RILEY, 2002; LEATHERS, 2003). Ainda assim, ¢
importante ressaltar que as enzimas celuloliticas apresentam baixa atividade especifica, da
ordem de 10 a 100 vezes menores que a atividade das amilases empregadas na obtengdo do

etanol a partir de biomassa amilacea (HOWARD et al., 2003).

A hidrolise enzimatica ¢ catalisada por enzimas altamente especificas denominadas
celulase, que, assim como as demais enzimas, ¢ feita, principalmente, por fungos filamentosos
e bactérias cultivados em fermentadores (SALOMAO, 2017). O papel de tais enzimas é clivar
as ligacdes internas da regido amorfa da celulose, promovendo cortes, expondo as
extremidades redutoras e ndo redutoras livres e liberando moléculas de glicose (VILELA,

2013).

As celulases consistem em um complexo formado por trés grupos de enzimas que, agindo
conjuntamente, promovem a hidrélise da celulose. Alguns exemplos de enzimas utilizadas sdo
as exo-1,4-B-glucanases, as endo-1,4-B-glucanases e as [-glicosidases, que atuam em
diferentes sitios da cadeia celuldsica de forma sinérgica: as exoglucanases clivam ligagdes nas
extremidades da cadeia glicosidica, liberando celobiose; as endoglucanases clivam regides
amorfas internas da cadeia celuldsica, liberando oligossacarideos de diversos tamanhos; e as
B-glicosidases tém a capacidade de quebrar a celobiose, gerando glicose, como mostra a

Figura 11 (DEWAL et al., 2011).
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Figura 11 — Modo de acdo das celulases e um sistema enzimatico cooperativo de

degradagao da celulose.
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Fonte: Pitarelo, 2007

As ligagdes de hidrogénio presentes na celulose sdo responsaveis pela manutencao das
regides cristalinas e tornam a molécula altamente resistente a hidrolise (ZHANG, 2008).
Nessa etapa, a remocdo da lignina e a quebra da hemicelulose no pré-tratamento sdo
essenciais para permitir o acesso das enzimas. Como a hidrélise enziméatica apresenta
condigdes mais suaves durante o processo, menor quantidade de subprodutos ¢ liberada,
resultando em um alto rendimento de actcares fermentaveis (RABELO, 2010). Porém, para
atingir uma alta conversdo da celulose, ¢ necessdrio superar alguns desafios para sua
viabilidade, como a necessidade de altas concentragdes da enzima, o que acaba por aumentar
o custo de producdo, a necessidade de enzimas de alta eficiéncia e adaptagdo e a preparagao

da matéria-prima (OCTAVIANO, 2011).

E preciso analisar diversas caracteristicas da biomassa para efetuar a hidrélise enzimatica,
como quantidade de lignina, presenca de grupos acetil, cristalinidade da celulose, grau de
polimerizagdo, volume da area superficial/poros da fibra celulose e tamanho da particula
(SEWALT et al., 1997; BRIENZO et al., 2015; MELATI et al., 2018). Assim, ¢ possivel

determinar a eficidcia do processo de hidrolise enzimdtica por meio de seu rendimento
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glicosidico ou da composi¢do quimica e das caracteristicas fisicas da biomassa apos o pré-
tratamento. No entanto, tendo em vista que o objetivo da hidrélise é a conversao da celulose

em glicose, o primeiro método ¢ mais frequentemente utilizado (RABELO, 2010).

3.7.3. Fermentacao

A fermentacdo inicia-se com a oxidagdo da glicose em duas moléculas de acido piruvico,
que sao convertidas em duas moléculas de acetaldeido e duas moléculas de CO,. As
moléculas de acetaldeido sdo entdo reduzidas por duas moléculas de NADH para formar duas

moléculas de etanol, o produto final da fermentagdo (TORTORA et al., 2005).

A levedura mais apropriada para a realizacao de tal processo € a Sacharomyces cerevisiae,
que possui ampla utilizagdo em fermentagao industrial e ja passou por um processo de sele¢ao
natural que resultou nos melhores desempenhos em conversdo de glicose em etanol

(RABELO, 2010).

Para se atingir um alto rendimento na produgdo de etanol, é essencial que as pentoses
presentes na biomassa também sejam fermentadas, o que implica a utilizacdo de linhagens
microbianas capazes de fermentar, além da glicose, demais acucares presentes na biomassa
lignocelulosica, tais como D-xilose, L-arabinose, D-celobiose, galactose e manose (HAHN-

HAGERDAL et al., 2007; BETTINGA et al., 2009).

4 METODOLOGIA

A palha da cana-de-agtcar foi utilizada como matéria-prima lignocelulosica para o
desenvolvimento desse projeto. Inicialmente, o material foi seco em estufa a 50°C e triturado
em moinho de facas selecionado por peneira de 20 mesh. Uma fracdo do material foi lavado
em soxhlet com etanol e 4gua por periodos de 8 horas continuas visando a remoc¢do de
extrativos da biomassa. Os pré-tratamentos com &cido diluido foram realizados com a

biomassa in natura e livre de extrativos.

20



4.1. Pré-Tratamento Acido Diluido

Foi realizado o pré-tratamento acido diluido (H,SO,), em reator de aco inoxidavel com
volume de 50 mL, variando-se as condigdes operacionais como tempo de reacao (10, 35 ¢ 60
minutos), temperatura (120, 160 e 180°C) e concentracdo de acido (2, 11 e 20%, massa de
acido/massa de material). Apos todas as analises, foi realizado um décimo ensaio, utilizando-
se a palha moida livre de extrativos, com as condi¢des de pré-tratamento que apresentaram
maior efetividade na formacgdo de pseudo-lignina, segundo o software Statistica, com o
objetivo de analisar a possibilidade de influéncia da presenga de extrativos em tal formacao.

Os ensaios e condicdes de pré-tratamento estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Condicdes do pré-tratamento acido diluido em planejamento experimental 23

aplicadas a palha de cana-de-agucar.

Amostra Tempo (min) Temperatura (°C) Acido (%)

1 10 120 2
2 10 120 20
3 10 180 2
4 10 180 20
5 60 120 2
6 60 120 20
7 60 180 2
8 60 180 20
9% 35 150 11

*: Ponto central, realizado em triplicata
Foram feitas duplicatas de cada amostra, e triplicata no ponto central, ensaio 9.

ApoOs o pré-tratamento, foi realizada a filtracdo do material, sendo que a fragao liquida foi
utilizada para determinar as porcentagens de glicose, xilose e acido acético, por meio da
andlise em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), utilizando coluna Bio-Rad
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 65°C, detector de indice de refragdio WATERS
2414, tase moével de H,SO4 0,005 M, fluxo de 0,6 mL/min, volume de amostra injetada de 20
uL. J& a fragdo solida foi pesada para determinagdo da recuperacao de massa, e utilizada para

as analises posteriores.
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4.2. Caracterizacio Quimica

Foram pesados 300 mg de material em triplicata por cada amostra, previamente seco em
estufa a 50°C. Tal massa foi inserida em frascos resistentes a pressao (Figura 12) e entdo
foram adicionados 3 mL de &cido sulfurico 72% (m/m). Os frascos foram colocados em
banho-maria a 30°C por 1 hora, com maceragdo constante a cada 10 minutos (ABNT NBR

16550, 2016).

Ap6s decorrido o tempo necessario, 84 mL de agua de alta pureza foram adicionados ao
tubo que, entdo, foi autoclavado por 1 hora a 121°C. A fragdo sélida foi separada da liquida
por meio de filtracdo em cadinho com placa sinterizada de porosidade de 16 pm a 20 pm,

previamente seco em estufa a 105°C e tarado (ABNT NBR 16550, 2016).

4.2.1. Determinacao de lignina soluvel

A fragdo liquida resultante do processo anterior, obtida por meio da filtragdo em cadinho,
denominada hidrolisada, foi empregada na determinagdo de carboidratos, acidos organicos,
produtos de degradagao dos carboidratos (quando for o caso) e lignina solivel com efeitos dos
pré-tratamentos, através do espectofotometro. Para tal, a fragdo liquida foi diluida seis vezes e

entdo foi analisada em espectofotometro de UV-Vis, em 215 nm e 280 nm.

A concentragdo de lignina soluvel foi calculada, conforme a equagao a seguir:

C (4,53 x A215) — A280 fq
= X
LS 300 LS

Onde

Crs ¢ a concentracdo de lignina soluvel no hidrolisado, expressa em gramas por litro

(g/L);

A>;5 € o valor de absorbancia da amostra a 215 nm;
A>ssp € 0 valor de absorbancia da amostra a 280 nm;

fd;s € o fator de diluicao da aliquota do hidrolisado.

Para, entdo, calcular o teor de lignina soluvel conforme a equagao a seguir:

22



C xV
Ls=| LS | 1o B [x 100
MBleg 100

LS ¢ o teor de lignina soluvel no bagaco de cana-de-aglcar, em base seca, expresso em

Onde:

porcentagem massa por massa (% m/m);

Cys € a concentragdo de lignina soluvel na aliquota de hidrolisado diluida, expressa em

gramas por litro (g/L);

V¢ o volume de hidrolisado, expresso em litros (L) e igual a 0,08673 L;
MBIle, ¢ a massa do bagaco, em base seca, livre de extrativos em 5.6.3.3, expressa em

gramas (g);

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

4.2.2. Determinacio da lignina insolavel

A fracdo so6lida resultante do processo anterior foi utilizada na determinacao de lignina
insoluvel. O cadinho com o residuo insoluvel foi colocado em estufa a 105 + 3°C, por 24 h e,
entdo, foi transferido para o dessecador pelo tempo necessario para atingir a temperatura
ambiente e pesado em balanga analitica, até massa constante. Em seguida, foi subtraida desse
resultado a massa inicial do cadinho, determinando-se a massa de lignina insoluvel (ABNT

NBR 16550, 2016).

4.2.3. Determinac¢io da porcentagem de agucares

A fracdo liquida obtida na caracterizagdo 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 refracao
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WATERS 2414, fase movel de H,SO4 0,005 M, fluxo de 0,6 mL/min, volume de amostra
injetada de 20 pL.

4.3. Extracdo da Pseudo-Lignina

Cerca de 1 g de material pré-tratado, em triplicata, foi transferido para sacos de papel de
filtro. A extracdo foi realizada em Soxhlet por 8§ h com uma mistura de p-dioxano e d4gua em

proporcao 9:1. Apos secos em estufa a 60°C, os materiais foram pesados.

Assim, a massa de pseudo-lignina foi calculada por meio da diferenca entre a massa
inicial e a massa ap0s a sua extragdo, permitindo, entdo, o calculo da porcentagem de pseudo-

lignina nas amostras.

4.4. Hidrolise Enzimatica

As amostras pré-tratadas foram submetidas a hidrolise enzimatica para avaliar o
rendimento em glicose liberada. Foram feitas triplicatas, para as quais se pesou 0,1 g de
amostra, em tubos falcon de 50 mL, ¢ submetidas a hidrélise enzimatica utilizando a enzima
Cellic Ctec 2, que apresenta uma alta concentragdo de enzimas glicosidades, em 5 mL de
tampao de acetato de sodio 50 mmol/L, pH 4,8. A atividade enzimadtica utilizada foi 15

FPU/g, em reacdo a 50°C e agitagcdo constante a 150 RPM em incubadora shaker, por 24 h.

ApoOs a reagdo, as amostras foram fervidas em banho-maria a 105°C, para desnaturacao
das enzimas, depois centrifugadas a 3500 RPM por 16 min a 4°C e filtradas em filtro de
seringa 0,22 um. As concentra¢des de glicose, xilose e arabinose foram determinadas por
CLAE, utilizando coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) mantida a 65°C,
detector de indice de refracdo WATERS 2414, fase movel de H,SO4 0,005 M, fluxo de 4

mL/min, volume de amostra injetada de 20 pL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Pré-Tratamento

A Figura 12 contém informagdes sobre o sélido recuperado apds o pré-tratamento de

acordo com suas condi¢des. O sélido recuperado expressa a solubilizacdo de componentes do

material apds o pré-tratamento, estando diretamente ligado ao aumento da area superficial da

biomassa, e foi influenciado pela severidade do pré-tratamento. A recuperagdo de massa pode

ser utilizada como uma avaliacdo inicial da recalcitrancia do material, sendo mais

recalcitrante o material que apresentar menor variagdo na recuperagdo de massa (BENJAMIN

etal., 2013).

Os ensaios que apresentaram maior solubilizagdo de componentes do material, ou seja,

com menor porcentagem de recuperagdo de massa, foram as amostras do ensaio 8, com 29%

de solido recuperado, e ensaio 9, com 44,9% de so6lido recuperado.

Figura 12 — Condigdes de pré-tratamento acido diluido associadas a recuperacao de
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material apds o pré-tratamento.
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Ensaios do Planejamento Experimental
(Condigbes Tabela 2)

Ja na Tabela 3 ¢ possivel observar as porcentagens de glicose, de xilose e de acido

acético presentes na fragdo liquida apds o pré-tratamento, obtidas por meio da andlise em

CLAE. O teor de glicose, de xilose e de acido acético expressa a solubilizacao da celulose e
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da hemicelulose, ja que sdo provenientes desses polissacarideos em fungdo do processo de

pré-tratamento.

Tabela 3 — Teores de glicose, xilose e dcido acético na frac¢do liquida apos o pré-

tratamento acido-diluido (g/100 g).

Ensaio  Glicose (%) Xilose (%) Acido Acético (%)

1 0,05 0,07 0,07
2 0,03 0,07 0,20
3 0,31 4,00 0,97
4 2,52 439 0,95
5 0,18 2,56 0,81
6 0,95 6,68 1,87
7 0,59 2,60 0,51
8 1,27 0,49 0,07
9 0,95 2,24 0,60

O 4cido acético estda presente no hidrolisado hemicelulosico de materiais
lignoceluldsicos como consequéncia da hidrolise dos grupos acetil da hemicelulose, e sua
presenca ¢ observada a medida que ha liberagdo de xilose (GUO et al., 2008). O 4cido acético
possui efeito inibitorio na produgdo de bioetanol, pois pode penetrar na membrana da célula,
onde se dissocia, liberando um proton e um anion, que rompem o potencial transmembrana da

célula, inibindo a fermentacao.

Ja em relacdo ao teor de xilose obtido, este actcar apresenta-se como o de maior teor
resultante da solubiliza¢do de polissacarideos no processo, o que pode ocasionar a formagao
de inibidores das etapas bioldgicas subsequentes, como o furfural. Por isso, foi realizada a
analise da influéncia das variaveis do pré-tratamento na porcentagem de xilose obtida, por
meio do software Statistica, que demonstrou que nenhum dos pardmetros, sozinho, teve
influéncia direta no teor de xilose. Como ¢ possivel ver na Figura 13, a maior influéncia
esteve relacionada a associac¢do entre o tempo e a temperatura do pré-tratamento. Assim, foi
possivel obter o grafico de superficie de resposta (Figura 14), que analisa o comportamento do

teor de xilose no pré-tratamento de acordo com a temperatura e o tempo de reacao.

26



Figura 13 — Influéncia das condi¢des de pré-tratamento acido diluido no teor de xilose.
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Figura 14 — Gréfico de superficie do comportamento do teor de xilose de acordo com a

temperatura e o tempo de reagao.
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4.2. Caracterizacio Quimica

As amostras pré-tratadas foram caracterizadas quanto a sua composi¢ao quimica,

quantificando a presenca de lignina (soma de lignina solavel e insoltvel), celulose, xilana e
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arabinana ap0s o pré-tratamento. Os resultados da caracterizagdo quimica estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicao quimica do material apos o pré-tratamento

Hemicelulose o
Amostra Celulose (%) _ . . Lignina (%)
Xilose (%) Arabinose (%)
1 35,47 21,16 3,27 29,55
2 39,15 21,26 2,32 31,32
3 41,71 16,18 1,53 32,38
4 56,51 1,94 0,00 43,47
5 45,62 16,05 1,43 29,24
6 49,59 7,58 1,12 33,24
7 49,22 2,68 0,00 35,28
8 16,65 0,00 0,00 75,52
9 53,71 1,81 0,00 40,96

Para amostras de palha de cana-de-agucar in natura, a composi¢ao quimica encontrada
foi de 38,1% de celulose, 29,2% de hemicelulose e 26,2% de lignina (SILVA, 2009). Assim,
¢’possivel observar que o pré-tratamento acido diluido teve grande influéncia na composi¢ao

desses trés constituintes.

Em apenas trés das nove amostras as porcentagens de celulose ficaram abaixo das
esperadas para o material in natura, sendo estas as amostras 1, com 35,5% de celulose, ¢ 8§,
com 16,7% de celulose. Tendo em vista que a amostra 8 foi aquela com as condigdes mais
severas de pré-tratamento, a baixa concentragdo de celulose pode expressar uma degradagao

da fragdo celulosica pelo acido sulfurico.

Em relacdo a celulose, os maiores teores apresentados foram das amostras 4, com 56,5%,
e 9, com 53,7%, ressaltando-se que a celulose presente nesta etapa € o polissacarideo a ser
convertido em glicose na hidrélise enzimatica, préxima etapa no processo de produgdo de
bioetanol. Por isso, foi realizada uma analise da influéncia dos parametros de pré-tratamento
na presenca da celulose, por meio do software Statistica. Segundo o grafico de Pareto
(Figura 15), a associagdo entre tempo e temperatura foi o fator mais determinante na

presenca de celulose, seguido do tempo de reacao.

28



Figura 15: Influéncia das condi¢des de pré-tratamento acido diluido no teor de celulose.
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As variaveis tempo e temperatura foram utilizadas no grafico de superficie de resposta

para analise do teor de celulose em fungdo das condi¢des de pré-tratamento (Figura 16).

Figura 16 — Grafico de superficie de resposta do teor de celulose em fungao das varidveis

temperatura e tempo de reacao.
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Ja em relagdo a hemicelulose, todas as amostras tiveram seus teores reduzidos pelo pré-

tratamento, indicando a ocorréncia de despolimerizacdo e solubilizacdo de seus

componentes, o que demonstra eficiéncia na remog¢ao da hemicelulose, como reportado na
literatura.
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No que concerne a presenga de lignina, os pré-tratamentos 1 e 5 foram os que
apresentaram menor teor desta macromolécula, ressaltando-se que ambos passaram por pré-
tratamentos a 180°C e com 20% de &cido sulftrico. Ja4 as amostras 8 e 9 foram as que
apresentaram maior teor, sendo que a amostra 8 passou pelas condi¢des mais extremas em
relacdo a temperatura (180°C), concentragdo de 4cido (20%) e tempo de reagdo (60 min). O
alto teor de lignina em tal amostra pode ser associado, também, a colubilizagdo/degradacao

da fracao celuldsica.

O grafico de Pareto obtido no software (Figura 17) mostra que todos os parametros
influenciaram o teor de lignina apds o pré-tratamento, sendo que a temperatura e a

concentragdo de acido foram as mais significativas.

Figura 17 — Influéncia dos parametros do pré-tratamento acido-diluido no teor de

lignina.
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Assim, foi possivel obter o grafico de superficie de resposta (Figura 18) que analisa o

comportamento do teor de lignina de acordo com tais parametros.
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Figura 18: Grafico de superficie de resposta do teor de lignina de acordo com a variacao

da temperatura e da concentragdo de 4cido.
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4.3. Extracio de Pseudo-Lignina

A extracdo da pseudo-lignina permitiu determinar a formagao deste composto durante o
pré-tratamento, formacdo esta que ocorre por meio da desidratagdo de polissacarideos
catalizada pelo 4cido, seguida de fragmentacdo, rearranjo e policondensacdo ou polimerizagao

com fragmentos de lignina (HU et al., 2012). A Tabela 5 apresenta os teores de pseudo-

lignina em cada amostra.

Tabela 5 — Teor de pseudo-lignina formada durante o pré-tratamento acido diluido em

um planejamento experimental 2°.

Amostra Pseudo-lignina (%)
1 8,48

23,52

13,63

17,81

11,64

13,29

18,90

25,46

18,41

O 0 9 N L AW
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As amostras com maiores teores de formagao de pseudo-lignina foram a amostra 2, com
23,52%, e a amostra 8, com 25,46%. A amostra 8, cujo pré-tratamento apresentou as
condi¢des mais severas, foi, portanto, a de maior formagéo de pseudo-lignina. E importante
ressaltar que a pseudo-lignina pode ser formada a partir de produtos de degradacao de
carboidratos (furfural e hidroximetilfurfural), sem contribuicdo da lignina, durante o pré-
tratamento 4cido, especialmente sob condi¢gdes altamente severas de pré-tratamento

(SANNIGRAHTI et al., 2011).

Nota-se que os pré-tratamentos 1 e 5 foram os que apresentaram menor teor de pseudo-
lignina, podendo-se ressaltar que a amostra 1 passou pelas condigdes mais amenas em

relacdo a temperatura (120°C), concentragdo de 4cido (2%) e tempo de reagdo (10 min).

De acordo com o grafico de Pareto (Figura 19), nem todos os pardmetros tiveram
influéncia na formac¢do da pseudo-lignina, sendo que os de maior significancia foram a

porcentagem de 4cido e a associag@o entre temperatura e tempo.

Figura 19 — Influéncia dos parametros do pré-tratamento 4cido diluido no teor de

pseudo-lignina.
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Assim, foi possivel obter o grafico de superficie de resposta (Figura 20) que analisa o
comportamento da presenca de pseudo-lignina de acordo com a concentragdo de acido e o

tempo de pré-tratamento.
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Figura 20 — Grafico de superficie do comportamento do teor de pseudo-lignina de acordo

com a variacao do tempo e da concentragdo de acido.
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Observou-se uma relagdo entre o teor de lignina e de pseudo-lignina apds o pré-
tratamento acido diluido (Figura 21), indicando que a formagao de pseudo-lignina ndo causou
reducdo no teor de lignina, j4 que os ensaios com maiores teores de lignina, apresentaram,
também, os maiores teores de pseudo-lignina. Assim, pode-se concluir que a pseudo-lignina
foi formada a partir de produtos de degradacdo de carboidratos (furfural e

hidroximetilfurfural), sem contribuicdo da lignina, durante o pré-tratamento acido.

Figura 21 — Relagdo entre os teores de lignina e pseudo-lignina em cada ensaio apds o pré-

tratamento acido diluido.
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4.4. Hidrolise Enzimatica

Os resultados da analise em CLAE, apds a realizacao da hidrolise enzimatica, mostram a
quantidade de glicose gerada pela hidrdlise da celulose a partir da acdo das enzimas em tal

etapa. Tais resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentragdo de glicose gerada ap6s a hidrolise enzimatica, determinada por

CLAE.

Amostra Concentragao (g/L) Concentragao (%)
1 2,593 12,9
2 2,745 13,7
3 7,307 36,5
4 6,267 31,3
5 6,372 31,8
6 8,047 40,2
7 11,339 56,7
8 2,979 14,9
9 7,13 35,7

Segundo o gréafico de Pareto (Figura 22), todos os parametros apresentaram significancia
no teor de glicose, sendo que o tempo e a associagdo entre concentracao de acido e

temperatura da reacdo foram os mais determinantes.
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Figura 22 — Influéncia dos parametros do pré-tratamento no rendimento de glicose apos

a hidrélise enzimatica.
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Assim, foi possivel obter o grafico de superficie de resposta (Figura 23) que analisa o
comportamento da geracao de glicose de acordo com a temperatura e o tempo de reagdo 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.

Figura 23 — Grafico de superficie de resposta do rendimento de glicose na hidrolise

enzimatica com a varia¢do do tempo e da temperatura no pré-tratamento acido diluido.
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As duas amostras com menor rendimento de glicose foram as amostras 1 (10 minutos de
pré-tratamento, a 120°C e com 2% de éacido sulftrico) e 2 (10 minutos de pré-tratamento, a
120°C e com 20% de acido sulftrico), sendo que ambas estdo entre os pardmetros mais
brandos de pré-tratamento, além de terem apresentado dois dos trés menores teores de
celulose. Tais amostras também apresentaram os maiores teores de xilose e arabinose,
podendo-se concluir que tais componentes funcionaram como inibidores/dificultadores da

hidrolise enzimatica.

Ja a amostra 8 apresentou um dos menores rendimentos de glicose, com 1,49%. Deve-se
levar em conta que essa amostra também exibiu a maior porcentagem de lignina, com 75,5%,
e a menor porcentagem de celulose, com 16,6%. Amostras com maior conteido de lignina
provocam maior adsor¢ao 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)

4.5. Amostra Livre de Extrativos
Apods todas as andlises, foi realizado o pré-tratamento com a amostra livre de
extrativos, utilizando-se os parametros que, segundo o software Statistica, apresentaram maior
formagdo de pseudo-lignina. Portanto, a amostra livre de extrativos passou por um pré-
tratamento de 60 min, com 20% de &cido sulfurico a 180 °C, seguido da caracterizagao
quimica, da extracdo da pseudo-lignina e da hidrdlise enzimatica com a biomassa resultante.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados das analises realizadas com a amostra livre de extrativos.

Etapa Fator Resultado
Pré-Tratamento So6lido Recuperado 36,40%
Caracterizag@o Quimica Celulose 36,50%
Caracterizag@o Quimica Hemicelulose 0%
Caracterizagdo Quimica Lignina Total 56,40%
Extragdo da Pseudo-Lignina Pseudo-Lignina 19,81%
Hidrolise Enzimatica Rendimento em Glicose 31,80%
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A amostra livre de extrativos apresentou uma baixa recuperagdo de massa apds o pré-
tratamento, indicando uma alta solubilizagdo de seus componentes, aumento da sua area
superficial e diminui¢do de sua recalcitrancia. Em relacdo as amostras com extrativos, tal

ensaio apresentou a segunda menor recuperacao de massa.

Os teores de celulose e de hemicelulose da amostra livre de extrativos apresentaram
uma reducdo quando comparados com a biomassa da palha da cana-de-agtucar in natura sem a
realizagdo de um pré-tratamento, além de estarem entre os menores teores dentre os ensaios
do presente projeto. Ja o teor de lignina apresentou um aumento em relagdo a biomassa in

natura, estando entre os maiores do projeto.

Em relacdo a formacdo da pseudo-lignina, a amostra livre de extrativos apresentou
uma das maiores formacdes do estudo, resultado ja esperado, tendo em vista que foram
utilizados parametros de pré-tratamento com tal objetivo. Segundo os graficos de superficie,
para os parametros utilizados, seria esperada uma formacao de pseudo-lignina entre 22% e

24%, portanto, os resultados encontrados estdo na faixa do valor previsto.

5. CONCLUSAO

O aumento da severidade dos pré-tratamentos resultou em menor porcentagem de massa
recuperada das amostras, indicando a remocdo de componentes da biomassa. Tal perda de
massa pode ser relacionada a baixa porcentagem de hemicelulose e/ou celulose, o que indica

sua solubilizacao/degradagao.

Em relagdo ao teor de celulose presente apds o pré-tratamento, foi possivel observar
aumento em relacdo a amostra in natura em quase todas as amostras. O baixo teor de celulose
obtido pela amostra 8 (16,7%) pode ser associado a sua solubilizacdo/degradacdao em virtude
das condi¢des extremas de pré-tratamento. Ja os altos teores de celulose nas amostras 4
(56,5%) e 9 (53,7%) podem ser relacionados aos baixos teores de hemicelulose. O teor de
lignina de todas as amostras apresentou um aumento, em porcentagem, apos o pré-tratamento

em todas as amostras, quando comparado ao teor das amostras in natura.

Observou-se relagdo direta entre a formacao de pseudo-lignina e as condi¢des de pré-

tratamento, podendo-se perceber que, em amostras com o mesmo tempo de reagdo e
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temperatura, aquela com maior porcentagem de acido (20%) apresentou maior formagdo de

pseudo-lignina.

Para o rendimento em glicose ap6s a hidrolise enzimatica, foi possivel concluir que as
amostras com varidveis mais brandas de pré-tratamento e menores teores de celulose
apresentaram os menores rendimentos. Por outro lado, as amostras com os maiores
rendimentos de glicose foram aquelas submetidas a severidade intermedidria em suas
condi¢des de pré-tratamento.  As amostras com maiores formagdes de pseudo-lignina
(ensaios 2 e 8) estiveram entre as que apresentaram menor rendimento em glicose apos a
hidrélise enzimatica, indicando que ha, de fato, um fator de inibicdo por parte da pseudo-

lignina.

Os resultados obtidos no presente projeto tém potencial para serem utilizados como
base em futuras pesquisas na produgdo de bioetanol através da palha de cana-de-agucar, ja que
foi possivel encontrar pardmetros e condi¢des de pré-tratamento acido diluido que podem
diminuir a formag¢do de pseudo-lignina e, consequentemente, aumentar o rendimento em

glicose apods a hidrolise enzimatica.

38



Referéncias Bibliograficas

ALMEIDA, M. B. B. Bio-0leo a partir da pirolise rapida, térmica ou catalitica, da palha da
cana-de-acgucar e seu co-processamento com gaséleo em craqueamento catalitico. 2008. 149f.
Dissertagdo de Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos € Bioquimicos. Departamento de

Engenharia Quimica. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

ARANTES, V., SADDLER, J. N. Acces to cellulose limits the efficiency of enzymathic
hydrolysis: the role of amorphogenesis. Biotechnology for Biofuels, v. 3, n. 4. Disponivel em

www.biotechnologyforbiofuels.com/content/3/1/4. Acesso em fevereiro de 2019.

ASSOCIACAO DOS PRODUTORES DE BIOENERGIA DO MATO GROSSO DO SUL
(BIOSUL). Acompanhamento da Safra 2018/2019. Disponivel em:
http://www.biosulms.com.br/_arquivos/resultado/4156157535¢1d5078e19a02.57278994.pdf.
Acesso em: 9 ago. 2016.

BALOGH, D. T. Efeito de solvente na obtencio de ligninas pelo processo organosolv. 1989.
110p. Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Fisica e Quimica de Sao Carlos, Universidade de

Sdo Pauo, Sao Carlos, 1989.

BANCO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL (BRASIL).
CENTRO DE GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS. Bioetanol de cana-de-aciicar:
energia para o desenvolvimento sustentavel. 1 ed. Rio de Janeiro: Banco Nacional de

Desenvolvimento Econémico e Social, 314 p, 2008.

BENJAMIN, Y., CHENG, H., GORGENS, J. F. (2013). Evaluation of bagasse from different
varieties of sugarcane by dilute acid pretreatment and enzymatic hydrolysis. Industrial Crops

and Products, 5/, 7-18.d0i:10.1016/j.indcrop.2013.08.067

BETTIGA, M., HAHN-HAGERDAL, B., & GORWA-GRAUSLUND, M. F. (2008). Comparing
the xylose reductase/xylitol dehydrogenase and xylose isomerase pathways in arabinose and

xylose fermenting Saccharomyces cerevisiae strains. Biotechnology for Biofuels, 1(1),

16.d0i:10.1186/1754-6834-1-16.

BINOD, P., SINDHU, R., SINGHANIA, R. R., VIKRAM, S., DEVI, L., NAGALAKSHM]I, S.,
PANDEY, A. (2010). Bioethanol production from rice straw: An overview. Bioresource

Technology, 101(13), 4767-4774.doi:10.1016/j.biortech.2009.10.079.
39


http://www.biotechnologyforbiofuels.com/content/3/1/4

BRIENZO M, ABUD Y, FERREIRA S, CORRALES RCNR, FERREIRALEITAO VS, DE
SOUZA W, SANT’ANNA C. Characterization of anatomy, lignin distribution, and response to

pretreatments of sugarcane culm node and internode. Industrial Crops and Products, 2016.

BRIENZO, M., ABUD, Y., FERREIRA, S., CORRALES, R. C. N. ., FERREIRA-LEITAO, V.
S., SOUZA, W. de, e SANT’ANNA, C. (2016). Characterization of anatomy, lignin distribution,

and response to pretreatments of sugarcane culm node and internode. Industrial Crops and

Products, 84, 305-313.d0i:10.1016/j.indcrop.2016.01.039

BRIENZO, M., FERREIRA, S., VICENTIM, M. P., DE SOUZA, W., & SANT’ANNA, C.
(2014). Comparison Study on the Biomass Recalcitrance of Different Tissue Fractions of

Sugarcane Culm. BioEnergy Research, 7(4), 1454—1465. doi:10.1007/s12155-014-9487-8.

BRIENZO, M., FIKIZOLO, S., BENJAMIN, Y. TYHODA, L., & GORGENS, 1I.
(2017). Influence of pretreatment severity on structural changes, lignin content and enzymatic

hydrolysis of sugarcane bagasse samples. Renewable Energy, 104, 27]-
280.doi:10.1016/j.renene.2016.12.037.

CARVALHO, W., CANILHA, L., FERRAZ, A., & MILAGRES, A. M. F. (2009). Uma visao
sobre a estrutura, composi¢do e biodegradacdo da madeira. Quimica Nova, 32(8), 2191-

2195.d0i1:10.1590/50100-40422009000800033.

CHEN, H., HAN, Y., & XU, J. (2008). Simultaneous saccharification and fermentation of steam
exploded wheat straw pretreated with alkaline peroxide. Process Biochemistry, 43(12), 1462—
1466.do1:10.1016/j.procbi0.2008.07.003.

CORDEIRO, G. M., ELIOTT, F., MCINTYRE, C. L, CASU, R. E.,, & HENRY, R. J.
(2006). Characterisation of single nucleotide polymorphisms in sugarcane ESTs. Theoretical

and Applied Genetics, //3(2), 331-343.d01:10.1007/s00122-006-0300-8.

DEMIRBAS, A. (2003). Fuel Conversional Aspects of Palm Oil and Sunflower Oil. Energy
Sources, 25(5), 457-466.doi1:10.1080/00908310390142451.

DESWAL, D., KHASA, Y. P., & KUHAD, R. C. (2011). Optimization of cellulase production by
a brown rot fungus Fomitopsis sp. RCK2010 under solid state fermentation. Bioresource

Technology, 102(10), 6065-6072.doi:10.1016/j.biortech.2011.03.032.

40



FENGEL, D.; WEGENER (1984). G. Wood: Chemistry, Ultrastructure, Reactions, Berlin and
New York. Holz Als Roh- Und Werkstoft, 42(8), 314-314.doi:10.1007/bf02608943

FERREIRA, F. N. A., FERREIRA, W. M., MOTA, K. C. D. N,, SILVA NETA, C. S., LARA, L.
B., & SANTOS, E. A. D. (2015). avaliacao nutricional do bagago de cana-de-agucar enriquecido

com vinhaca em dietas para coelhos em crescimento. Revista Caatinga, 28(4), 217-

226. doi:10.1590/1983-21252015v28n424rc.

FERREIRA, V. F., ROCHA, D. R. da, & SILVA, F. de C. DA. (2009). Potencialidades ¢
oportunidades na quimica da sacarose e outros acucares. Quimica Nova, 32(3), 623-

638. doi:10.1590/s0100-40422009000300007.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO).
Countries by commodity: 2017. Disponivel em:

http://www.fao.org/faostat/en/#rankings/countries_by commodity Acesso em: 12 fev. 2019.

FUKUDA, H.; KONDOB, A.; TAMALAMPUDIA, S. Bioenergy: sustainable fuels from
biomass by yeast and fungal whole-cell. Biochemical Engineering Journal, v. 44, p.2—-12, 2009.

GALBE, M., & ZACCHI, G. (2002). A review of the production of ethanol from softwood.
Applied Microbiology and Biotechnology, 59(6), 618-628.d01:10.1007/s00253-002-1058-9.

GIBSON, L. J. (2012). The hierarchical structure and mechanics of plant materials. Journal of
The Royal Society Interface, 9(76), 2749-2766.doi1:10.1098/rsi1f.2012.0341.

GOMEZ, R . J. H. C. Sacarificacio de hemicelulose do bagaco de cana-de-acgiicar e sua
fermentagao por Pachysolen tannophilus. 1985. Tese (Doutorado) — Faculdade de Engenharia
de Alimentos e Agricola. UNICAMP, 1985.

GOVENDER, M., BUSH, T., SPARK, A., BOSE, S. K., & FRANCIS, R. C. (2009). An accurate
and non-labor intensive method for the determination of syringyl to guaiacyl ratio in lignin.

Bioresource Technology, 100(23), 5834-5839.do1:10.1016/;.biortech.2009.06.009.

GUO, G., CHEN, W., CHEN, W., MEN, L., & HWANG, W. (2008). Characterization of dilute
acid pretreatment of silvergrass for ethanol production. Bioresource Technology, 99(14), 6046—

6053.do1:10.1016/j.biortech.2007.12.047.

41



HAHN-HAGERDAL, B.; KARHUMA, K.; FONSECA, C.; SPENCER-MARTINS, [, GORWA-
GRAUSLUND. M. Toward Industrial Pentose-Fermenting Yeast Strains. Applied Microbiology
and Biotechnology, vol. 64, issue 5, pp. 937-953, 2007.

HO, N. W. Y., CHEN, Z., BRAINARD, A. P., et tal. Successful design and development of
genetically engineeres Saccharomyces yeasts for effective co fermentation of glucose and
xylose from cellulosic biomass to fuel ethanol. In: Advances in Biochemical

Engineering/Biotechnology. Vol 65, pp. 163 — 192. Bellin: Springer — Verlag, 1999.

HOWARD, R. L., ABOTSI, E., JANSEN, VAN R. E. L., & HOWARD, S.
(2003). Lignocellulose biotechnology: issues of bioconversion and enzyme production. African

Journal of Biotechnology, 2(12), 602—619.do1:10.5897/ajb2003.000-1115 .

HU, F., JUNG, S., & RAGAUSKAS, A. (2012). Impact of Pseudolignin versus Dilute Acid-
Pretreated Lignin on Enzymatic Hydrolysis of Cellulose. ACS Sustainable Chemistry &
Engineering, 1(1), 62—65. doi:10.1021/sc300032;.

HU, F., JUNG, S., & RAGAUSKAS, A. (2012). Pseudo-lignin formation and its impact on
enzymatic hydrolysis. Bioresource Technology, 117, 7-12.d0i:10.1016/j.biortech.2012.04.037.

HU, F.; RAGAUSKAS, A. Suppression of Pseudo-Lignin Formation Under Diluted Acid
Pretreatment Conditions. Rsc Adv. 4:4317, 2014.

INSTITUTO CUBANO DE INVESTIGACIONES DE LOS DERIVADOS DE LA CANA DE
AZUCAR (ICIDCA). Manual de los derivados de la cana de azucar. México: CEPLACEA,
447p, 1990.

JEDVERT, K., & HEINZE, T. (2017). Cellulose modification and shaping — a review. Journal of
Polymer Engineering, 37(9).doi:10.1515/polyeng-2016-0272.

JONSSON, L. J., ALRIKSSON, B., & NILVEBRANT, N.-O. (2013). Bioconversion of
lignocellulose:  inhibitors and detoxification. Biotechnology for Biofuels, 6(1),

16.d0i:10.1186/1754-6834-6-16.

JUSBRASIL - Lei 11241/02 | Lei n° 11.241, de 19 de setembro de 2002. Disponivel em:
<https://www.jusbrasil.com.br/topicos/10797062/lei-n-11241-de-19-de-setembro-de-2002-de-
sao-paulo/legislacao>. Acesso em 13/02/2019.

42



LARSSON, P. T., WICKHOLM, K., & IVERSEN, T. (1997). A CP/MAS13C NMR
investigation of molecular ordering in celluloses. Carbohydrate Research, 302(1-2), 19—

25.d01:10.1016/s0008-6215(97)00130-4.

LEATHERS, T. (2003). Bioconversions of maize residues to value-added coproducts using yeast-
like fungi. FEMS Yeast Research, 3(2), 133-140.doi:10.1016/s1567-1356(03)00003-5.

LEE, J. (1997). Biological conversion of lignocellulosic biomass to ethanol. Journal of

Biotechnology, 56(1), 1-24. doi:10.1016/s0168-1656(97)00073-4.

LEMOS, J.L.S. Estudo da producido de xilanases por Aspergillus awamori em bagaco de
cana. Tese de Doutorado. Programa de Pés-graduacao em Tecnologia de Processos Quimico e

Bioquimicos. Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2001.

LEWIN, M.; GOLDSTEIN, J. S. Wood structure and composition. 1991. 512 S., 164 Abb., 32
Tab., Marcel Dekker Inc., Nova York, 1991.

LORENCINI, P. Otimizacio do Pré-tratamento Acido de Bagaco de Cana para a sua
Utilizacdo como Substrato na Producio Biolégica de Hidrogenio. Dissertagdo de Mestado.
Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto.

Programa de P6s-Graduagao em Quimica, 2013.

MACHADO, G. O. Preparaciao e caracterizacio de CMC e CMC Grafitizada. 2000.
Dissertagdao (Mestrado) — Instituto de Quimica de Sao Carlos, 2000.

MAISTRO, M. C., & BARROS, G. S. de C. (2003). Relacdes comerciais e de precos no mercado
nacional de combustiveis. Revista de Economia e Sociologia Rural, 41(4), 829-

858. doi:10.1590/s0103-20032003000400006.

MARABEZI, Karen. Estudo sistematico das reacoes envolvidas na determinacao dos teores
de lignina e holocelulose em amostras de bagaco e palha de cana-de-acucar. 2009.
Dissertagdo (Mestrado em Fisico-Quimica) - Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de
Sdo Paulo, Sao Carlos, 2009. doi:10.11606/D.75.2009.tde-07102009-100309. Acesso em: 2019-
02-11.

MATSUOKA, S.; BRESSIANIL J.; MACCHERONI, W.; FOUTO, 1. Sugarcane: Agricultural
Production, Bioenergy and Ethanol. pp. 383-405 Published by Elsevier Inc, 2015.

43



MELATI, R. B., SHIMIZU, F. L., OLIVEIRA, G., PAGNOCCA, F. C., de SOUZA, W.,
SANT’ANNA, C., & BRIENZO, M. (2018). Key Factors Affecting the Recalcitrance and
Conversion Process of Biomass. BioEnergy Research. doi:10.1007/s12155-018-9941-0.

MORALIS, S.A.L.; NASCIMENTO, E.A.; MELO, D.C. Chemical analysis of Pinus oocarpa
wood PARTE I — quantification of macromolecular components and volatile extractives.

Revista Arvore, v. 29, n. 3, p. 461-470, 2005.

MOREIRA, J. R. (2000). Sugarcane for energy — recent results and progress in Brazil. Energy
for Sustainable Development, 4(3), 43—54. doi:10.1016/s0973-0826(08)60252-5.

MOSIER, N. (2005). Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass. Bioresource Technology, 96(6), 673—686.d0i:10.1016/j.biortech.2004.06.025.

O’SULLIVAN, A. C. (1997). Cellulose, 4(3), 173-207.d0i:10.1023/a:1018431705579.

OCTAVIANO, C. Hidrélise enzimatica para producio do etanol volta ao palco. JornalCana,
Sao Paulo, junho 2011.

OLIVARES, E. G.; CORTEZ, L. A. B.; ROCA, G. A. A.; BROSSARD, L. E.; Resumos do 70
Congresso Internacional Sobre Gerag¢ao Distribuida e Energia no Meio Rural — Semiarido,

Energia e Desenvolvimento Sustentavel — Agrener, Anais, Brasil, 2008.

OLIVEIRA, F. M. V. Avaliacao de Diferentes Pré-Tratamentos e Deslignificacdo Alcalina na
Sacarificacao da Celulose de Palha de Cana. Dissertacdo de Mestrado. Universidade de Sao

Paulo, Escola de Engenharia de Lorena, 2010.

OLIVEIRA, Luis Ricardo Martins. Estudo de alternativas de pré-tratamento e hidrdlise do
bagaco e palha de cana-de-aciicar para obtencido de etanol a partir de celulose. 2012. Tese

(Doutorado em Conversdo de Biomassa) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao

Paulo, Lorena, 2012.

PARAIJO, J. C., DOMINGUEZ, H., & DOMINGUEZ, J. (1998). Biotechnological production of
xylitol. Part 3: Operation in culture media made from lignocellulose hydrolysates. Bioresource

Technology, 66(1), 25-40.d01:10.1016/s0960-8524(98)00037-6.

PITARELO, A. P. Avaliacdo da susceptibilidade do bagaco e da palha de cana-de-
acucar a bioconversdo via pré-tratamento a vapor e hidroélise enzimatica. Dissertacdo de

mestrado - UFPR, Curitiba-PR (2007) p. 142
44



RABELO, S. C.; Avaliacdo e otimizacdo de pré-tratamentos e hidrolise enzimatica do
bagaco de cana-de-aciicar para a producio de etanol de segunda geracao. Tese de Doutorado

— Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica 2010. 447 p, 2010.

RABELO, S.R.; Avaliacdo de desempenho do pre-tratamento com peroxido de hidrogenio
alcalino para a hidrolise enzimatica de bagaco de cana-de-agucar. 2007. 180p. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica, Campinas,

SP, 2007.

RASMUSSEN, H., SORENSEN, H. R., & MEYER, A. S. (2014). Formation of degradation
compounds from lignocellulosic biomass in the biorefinery: sugar reaction mechanisms.

Carbohydrate Research, 385, 45-57.d0i:10.1016/j.carres.2013.08.029.

RIBEIRO, E. A. M. Caracterizacdo de membranas assimétricas de acetato de celulose produzidas
a partir do aproveitamento do residuo da palha de milho para uso em ultrafiltragdo. Quim.

Nova, Sao Paulo, v. 37, n. 3, p. 385-391, 2014.

RILEY, C., Bioethanol: A Renewable Transportation Fuel from Biomass, AIChE Spring
Conference, 2002.

SAAD, M. B. W. Avaliacdo técnica e econdmica preliminar da producio de etanol via
hidrélise enzimatica de bagaco de cana-se-acticar. 2010. 138p. Dissertagdo (Mestrado em

Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena/SP, 2010.

SALOMAQ, G. S. B. Analise da produciao de celulases por fungos utilizando bagaco de cana
como substrato. Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Espirito Santo, Instituto de

Energia, Sao Mateus, ES, 2017.

SANCHEZ, O. J., & CARDONA, C. A. (2008). Trends in biotechnological production of fuel
ethanol  from  different feedstocks.  Bioresource  Technology, 99(13), 5270-
5295.doi:10.1016/j.biortech.2007.11.013.

SANNIGRAHI, P., KIM, D.H., JUNG, S. RAGAUSKAS, A. 2011. c. Energy &

Environmental Science 4, 1306-1310.

SANT'ANNA, C., et al., The Influence of the Heterogeneity, Physicochemical and Structural

Properties on the Recalcitrance and Conversion of Sugarcane Bagasse. In: Sugarcane:

45



Production, Consumption and Agricultural Management Systems. 1 ed.: Nova Science

Publishers, p. 1-33, 2014.

SANTOS, D. S. Producio de Etanol de Segunda Geracio por Zymomonas mobilis
Naturalmente Ocorrente e Recombinante, Empregando Biomassa Lignocelulésica. Tese de
Doutorado. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Programa de PosGraduagao em Tecnologia

de Processos Quimicos e Bioquimicos, 2012.

SANTOS, F. A., QUEIROZ, J. H. DE, COLODETTE, J. L., FERNANDES, S. A,
GUIMARAES, V. M., & REZENDE, S. T. (2012). Potencial da palha de cana-de-agticar para
producdo de etanol. Quimica Nova, 35(5), 1004-1010.doi:10.1590/s0100-40422012000500025.

SANTOS, P.S.B.; SOARES, A.K.; FUENTES, S.; LABIDI, J.; GATTO, D.A.; Caracteriza¢ao
da lignina obtida da madeira de diferentes espécies por meio do processo organosolv.

Revista Ciéncia da Madeira - RCM. 6. 237-243. 10.12953/2177-6830/rcm.v6n3p237-243

SARKAR, N., GHOSH, S. K., BANNERIJEE, S., & AIKAT, K. (2012). Bioethanol production
from  agricultural wastes: An  overview. Renewable Energy, 37(1), 19—

27.d01:10.1016/j.renene.2011.06.045.

SENDELIUS, J. Steam Pretreatment Optimisation for Sugarcane Bagasse in Bioethanol
Production. 2005. Master of Science — Department of Chemical Engineering, Lund University.

Sweden, 2005.

SEWALT, V.J. H.,, GLASSER, W. G., & BEAUCHEMIN, K. A. (1997). Lignin Impact on Fiber
Degradation. 3. Reversal of Inhibition of Enzymatic Hydrolysis by Chemical Modification of
Lignin and by Additives. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45(5), 1823—
1828.d0i:10.1021/j19608074.

SILVA, A.M. Caracterizacio da parede celular de Saccharum officinarum L. (cana-de-
acucar) e Brachiaria decumbens Stapf (braquiaria). 105 p. Tese (doutorado) - Universidade

Estadual de Campinas, Instituto de Biologia, Campinas, SP, 2005.

SILVA, N.L.C. Producao de Bioetanol de Segunda Gerac¢do a Partir de Biomassa Residual
da Industria de Celulose. 123 p. Tese (Mestrado) — Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Escola de Quimica, Rio de Janeiro, RJ, 2010.

46



SOARES, J., LOREGIAN, H. B., BRASILI, A. N., NUNES, D. L., GUERRA, J. B. Potencial da
torta de crambe para a produgdo de etanol, Quimica Nova, vol. 35, issue 5. pp. 1004-1010 2009.

SUN, Y., & CHENG, J. (2003). Hydrolysis of Lignocellulosic Materials for Ethanol Production:
A Review. ChemInform, 34(1), no—no.doi:10.1002/chin.200301272.

SZCZODRAK, J., LLCZUK, Z., ROGALSKI, J., & LEONOWICZ, A. (1986). Intensification of
oak sawdust enzymatic hydrolysis by chemical or hydrothermal pretreatment. Biotechnology and

Bioengineering, 28(4), 504-510.d0i:10.1002/bit.260280406.

SZENGYEL, Z. Ethanol form wood cellulose enzyme production. Sweden: Dept. of Chemical
Engineering, Lund University. Doctor dissertation, 2000.

TEIXEIRA, L.HM.. Mapeamento funcional em cana-de-acucar utilizando ESTs como
marcadores moleculares. 96p. Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas,

Instituto de Biologia, Campinas, SP, 2006.

THOMPSON, J. L., & TYNER, W. E. (2014). Corn stover for bioenergy production: Cost
estimates and farmer supply response. Biomass and Bioenergy, 62, 166—

173.doi:10.1016/j.biombioe.2013.12.020.

VILELA, A .D. S. Analise da producido de celulases e beta glicosidae produzidas por
Streptomyces sp. Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Goiés, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Goiania, GO, 2013.

WONG, K. K., DEVERELL, K. F., MACKIE, K. L., CLARK, T. A., & DONALDSON, L. A.
The relationship between fiber-porosity and cellulose 72 digestibility in steam-exploded Pinus

radiata. Biotechnology and bioengineering, 31(5), 447-456, 1988.

WYMAN, C. E. (1999). BIOMASSETHANOL: Technical Progress, Opportunities, and
Commercial Challenges. Annual Review of Energy and the Environment, 24(1), 189-

226.doi:10.1146/annurev.energy.24.1.189.

YAMASHITA, M., MIZUSAWA, N., HOJO, M., & YABU, T. (2008). Extensive apoptosis and
abnormal morphogenesis in pro-caspase-3 transgenic zebrafish during development. Journal of

Experimental Biology, 211(12), 1874—1881.d0i1:10.1242/jeb.012690.

47



YANG, M.; XING, J.; LIU, Y.; LIU, Y.; MU, T.; ZHOU, J. Formation and Characterization of
Pseudo-Lignin Michorspheres during High-pressure Water Pretreatment, BioResources

10(4), 2015.

ZAKZESKI, J., BRUININCX, P. C. A., JONGERIUS, A. L., & WECKHUYSEN, B. M.
(2010). The Catalytic Valorization of Lignin for the Production of Renewable Chemicals.
Chemical Reviews, 110(6), 3552-3599.d0i:10.1021/cr900354u.

ZHANG, Y.-H. P. (2008). Reviving the carbohydrate economy via multi-product lignocellulose
biorefineries. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 35(5), 367—
375.d0i:10.1007/510295-007-0293-6.

48



