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RESUMO — A necessidade de diversificacdo da matriz energética mundial vem
intensificando as pesquisas relacionadas as energias renovaveis, como aquelas
provenientes de residuos agroindustriais. Assim, esse estudo objetivou avaliar a
etapa de pré-tratamento da biomassa lignocelulésica, visando a obtencdo de
acucares. Para tanto, realizou-se um Planejamento Fatorial Completo para avaliar
as variaveis “concentra¢do de glicerina” e “tipo de agente quimico” na etapa de
pré-tratamento, tendo como varidvel resposta a concentracdo de acucares
fermentesciveis. A hidrolise enzimatica da biomassa tratada foi realizada
utilizando-se os complexos enzimaticos Ctec2 e Htec2, nas porcentagens de 2 e
0,5% (v/m), respectivamente. A glicerina apresentou um efeito negativo no
processo, enquanto a adi¢do dos agentes quimicos hidroxido de célcio e 6xido de
calcio apresentaram resultados positivos na quebra da rigidez estrutural da
biomassa, obtendo-se um mosto com concentragdes proximas a 0,31
Qacicares/Ghiomassa @POs hidrolise enzimatica, o que corresponde a aproximadamente
47,4% de rendimento em relacdo a quantidade de celulose e hemicelulose
presentes na biomassa. Diante disso, demonstrou-se que a biomassa residual do
milho é uma matéria-prima promissora para producdo de bioetanol. No que se
refere a utilizacdo de agitagdo mecanica, empregando impelidor do tipo hélice
naval, foi possivel afirmar que, trabalhando-se com razdo sélido/liquido de 60
g/L, o mesmo manteve o meio homogéneo, sendo favoravel a producdo de
bioetanol lignoceluldsico em reator tipo batelada.

1. INTRODUCAO

A busca por alternativas renovaveis de energia vem crescendo, sendo motivada
principalmente pelo aumento do consumo energético e alta dependéncia dos combustiveis
fosseis, que sdo prejudiciais a0 meio ambiente e tém suas fontes escassas e mal distribuidas.
Uma das alternativas sdo 0s biocombustiveis obtidos a partir de residuos agroindustriais, que
oferecem flexibilidade e menor preco. Além disso, esse tipo de bioetanol pode ser produzido
em larga escala sem que seja necessario 0 aumento da area plantada (Rabelo, 2010).

Para obter-se etanol a partir da biomassa lignocelulosica, é necessaria uma etapa de pre-
tratamento, que tem a fungdo de facilitar o acesso dos agentes hidroliticos ao interior da
estrutura, 0 que aumenta o custo total do processo. Nesse sentido, pesquisas tém estudado a
adicdo de outras substancias aléem daquelas ja utilizadas, como a glicerina, composto residual
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da producao de biodiesel. Por ser um solvente organico e ter estrutura polar, a glicerina pode
penetrar na estrutura vegetal, contribuindo na quebra da lignina (Martin et al., 2011).

As substancias surfactantes também tém se destacado. Relatos da literatura indicam que
sua adicdo melhora a conversdo da biomassa em agulcares. Segundo Zhang et al. (2017), a
presenca de surfactantes no meio aumenta a atividade e estabilidade das celulases,
intensificando as interagcdes entre essas enzimas e seus substratos.

Outra dificuldade encontrada na producéo de bioetanol lignocelulosico € a eficiéncia do
processo de transferéncia de calor e massa, variavel que controla a velocidade da reacdo e tem
grande impacto no custo final. Esse processo € acelerado pela agitacdo do meio mediante
agitadores mecanicos, que impdem movimento ao fluido (Corréa, 2016).

Tendo, portanto, como desafio atual, o0 melhoramento das etapas de pré-tratamento e
hidrélise enzimatica dos residuos lignocelulésicos, assim como, levando em conta a
importancia de se estudar ambos os processos em uma unidade experimental voltada ao uso
industrial, o presente trabalho teve como objetivo buscar a maximizagdo na obtencdo de
acucares fermentesciveis, em reator batelada, avaliando o sistema mecéanico de agitacao.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais

Para a execucdo dos testes de pré-tratamento e hidrélise enzimatica, foi adaptada uma
unidade experimental, conforme Figura 1.

Figura 1 — Representacdo esquematica do aparato experimental: (1) motor de agitacéo; (2)
reator; (3) impelidor; (4) chicanas; (5) banho de 6leo e; (6) chapa aquecedora.

o
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Fonte: proprios autores, 2018.

O agitador mecénico utilizado possui marcacao analégica, com velocidade variando de
1 a 8. Cada um dos pontos corresponde a aproximadamente 225 rpm, porém, apenas quando
utilizado somente agua como fluido a ser agitado.

A biomassa utilizada foi obtida nas areas experimentais da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Chapeco, e corresponde ao hibrido do milho DKB 177 Pro 2. A
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mesma foi seca em estufa a 50°C, passou por moinho de facas e peneiramento com peneiras
de 30 mesh, resultando em particulas menores que 0,6mm.

2.2. Procedimentos

A caracterizacdo da biomassa foi realizada por Bohn et al. (2018). Foram determinados
o0s teores de umidade, cinzas, extrativos, lignina total, celulose e hemicelulose, utilizando a
metodologia descrita por Rabelo (2010).

Partindo dos resultados da caracterizacdo, foram realizados testes preliminares para
avaliacdo do sistema reacional e obtencdo de um meio homogéneo. Os parametros avaliados
foram: razéo solido/liquido; tempo de pré-tratamento e; velocidade de agitacéo.

A partir das condicdes definidas nos testes preliminares, empregou-se um planejamento
experimental fatorial completo 22, com triplicata no ponto central, objetivando identificar o
efeito de diferentes agentes quimicos na etapa de pré-tratamento, que resultasse na maior
disponibilizagdo dos constituintes da celulose e hemicelulose para a etapa de hidrélise. Para
tanto, investigaram-se os parametros “concentracdo de glicerina” e “tipo de agente quimico”
utilizado no pré-tratamento. Os tratamentos e niveis investigados estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial completo 22, com triplicata no ponto central,
empregado para avaliar o efeito de diferentes substancias adicionadas para pré-tratamento

Ensaio Cor_wcen_tragéo de Oxido de Célci_o/Hidréxido

glicerina (mL) de Calcio (g)

1 0,0 (-2) 2,4/0,0 (-1)

2 2,4 (+1) 2,4/0,0 (-1)

3 0,0 (-2) 0,0/2,4 (+1)

4 2,4 (+1) 0,0/2,4 (+1)

5 1,2 (0) 1,2/1,2 (0)

6 1,2 (0) 1,2/1,2 (0)

7 1,2 (0) 1,2/1,2 (0)

Fonte: proprios autores, 2018.

Para os ensaios, amostras de 12 g de biomassa foram pesadas e tratadas segundo o
estabelecido no planejamento experimental, conforme Tabela 1. Também foi adicionado
surfactante Tween 80 na concentracdo de 2,5% (v/v de solugdo). Posteriormente, as amostras
foram colocadas sob a influéncia do agitador mecanico a velocidade 8 e 70°C, por 12 horas.

Transcorrido o tempo de pré-tratamento, as amostras foram neutralizadas com solucéao
de &cido citrico (1 M) até pH 6timo (5,0). As enzimas foram adicionadas nas concentracdes de
2% para Ctec2 e 0,5% para Htec2 (volume de enzima/m de biomassa), diluidas 1:10 em
tampdo acetato de sodio (0,05 mol/L e pH 4,8).

As amostras foram novamente colocadas sob agitacdo mecéanica, a 50°C e velocidade 8,
por 24 horas. Ap0s o processo, o0s hidrolisados foram centrifugados; aliquotas foram filtradas
em filtros com poros de 0,22 Milipore e diluidas 1:2 em agua destilada, sendo analisadas por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme indicado por Bohn et al. (2018), a fracdo caule do milho utilizada neste
estudo apresenta, em base seca, 28,44% de hemicelulose, 37,01% de celulose, 17,46% de
lignina total, 25,36% de extrativos e 2,86% de cinzas. Assim, aproximadamente 65,45% da
biomassa, correspondente aos teores de celulose e hemicelulose, é passivel de conversdo em
acucares fermentesciveis.

Por meio de testes preliminares foi possivel estabelecer condicbes fixas para as
variaveis razao solido/liquido (60 g/L), tempo de pre-tratamento (12 horas) e velocidade de
agitacdo (velocidade 8 do equipamento), para a obtencdo de um meio reacional homogéneo.

Quanto ao planejamento experimental, realizado para avaliar o efeito das varidveis
“concentragdo de glicerina” e “tipo de agente quimico”, 0s resultados estdo dispostos na
Tabela 2. Também ¢ apresentado o valor de rendimento para cada ensaio, calculado com base
na concentracao de celulose e hemicelulose presente na biomassa (65,45%).

Tabela 2 — Rendimento glicosidico obtido com a variacao dos agentes de pré-tratamento por
meio de planejamento experimental
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(ND): Néo detectado; (CT): Carboidratos totais; R(*): Rendimento percentual de celulose e hemicelulose.
Fonte: proprios autores, 2018.

Analisando os resultados da Tabela 2, observa-se que a melhor condigdo encontrada foi
no ensaio 1, que obteve 0,39 g de aclcares por grama de biomassa, correspondendo a um
rendimento de 60,12%.

A partir da andlise estatistica realizada, foi possivel perceber que as duas variaveis
estudadas apresentaram efeito significativo negativo. Isso revela que, no caso da glicerina,
quanto menor for a concentragdo adicionada, melhor a conversdo. Para 0 parametro agente
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quimico, o tratamento negativo representa o Oxido de céalcio, o que significa que esse
composto apresenta melhores resultados em termos de rendimento glicosidico frente a
utilizacdo do hidroxido de calcio. O efeito da interacdo das variaveis € nao significativo.

A partir dos resultados encontrados, tendo como melhor condigdo o pré-tratamento sem
adicdo de glicerina e com a utilizacdo do Oxido de calcio, realizou-se uma triplicata de ensaios
com as mesmas condigdes, visando repetir o resultado do ensaio 1 (0,39 g CT/g biomassa).

Porém, no novo teste ndo foi possivel repetir o resultado do ensaio 1 do planejamento.
Assim, comparando a média dos quatro ensaios realizados com oxido de célcio (planejamento
experimental e testes de repeticdo), e seus intervalos de confianga (¢=0,05), com os resultados
do ensaio 3 do planejamento (realizado com hidroxido de célcio), é possivel observar que,
estatisticamente, ndo existe variacao significativa na utilizacdo dos dois compostos, ja que ha
sobreposicao dos valores. Essa comparacdo pode ser observada na Figura 3.

Figura 3 — Comparacdo entre os resultados de rendimento glicosidico para 0s ensaios com
utilizacdo de 6xido de calcio e hidroxido de célcio
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(CT): Carboidratos totais; (*): Percentual de celulose e hemicelulose convertido.
Fonte: proprios autores, 2018.

O mesmo pode ser concluido se forem comparados o valor médio de rendimento do pré-
tratamento utilizando 6xido de célcio (0,31 g CT/g biomassa), com o valor médio obtido nos
testes preliminares com hidréxido de célcio, que resultaram em 0,34 g CT/g biomassa.

Ainda que o melhor resultado do planejamento ndo tenha se repetido, a média de
rendimento dos quatro testes realizados com o 6xido de célcio (0,31 g CT/g biomassa) pode
ser considerada positiva, assim como o resultado de 0,32 g CT/g biomassa obtido pelo
hidroxido de célcio no planejamento experimental, pois estdo préximos dos valores
encontrados na literatura.

Rabelo (2010), que estudou as etapas de pré-tratamento e hidrélise enzimatica
utilizando bagaco de cana-de-acgUcar, ambos 0s processos realizados com agitacdo orbital em
shaker, chegou a um valor final de 0,35 g CT/g biomassa, muito proximo ao relatado no
presente estudo, frente a nova configuracdo do sistema.
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Também, vale destacar que o aparato experimental utilizado para realizacdo dos ensaios
ndo foi dimensionado levando em consideragdo as caracteristicas do processo, mas adaptado
segundo os equipamentos disponiveis. A escolha dos impelidores, por exemplo, segundo
Corréa (2016), deve levar em conta o tipo de mistura, a capacidade do reator e seu formato,
além das propriedades do fluido, principalmente sua viscosidade.

4. CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados, foi possivel observar que a fracdo de biomassa
residual de milho utilizada no presente trabalho é matéria-prima promissora para produgéo de
bioetanol, apresentando percentual de 65,45% de celulose e hemicelulose.

No planejamento experimental, realizado para definicdo do melhor composto pré-
tratante, concluiu-se que ambos 0s agentes quimicos hidréxido de célcio e 6xido de célcio séo
eficientes na quebra da rigidez estrutural da biomassa, resultando em valores de 0,32 € 0,31 g
CT/g biomassa ap0s hidrdélise enzimatica, respectivamente.

Por fim, é possivel afirmar que o sistema mecénico de agitacdo é conveniente aos
processos de pré-tratamento e hidrélise enzimatica, ndo resultando em alteracbes nas
estruturas da biomassa e das enzimas, desnaturacdo dos complexos enzimaticos na etapa de
hidrolise ou aceleracdo dos processos de degradacdo dos carboidratos, sendo favoravel ao
avanco das pesquisas relacionadas a producéo de etanol lignocelul6sico em larga escala.
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