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RESUMO - Os bicombustiveis tém se mostrado como as fontes energéticas mais viaveis
em relacdo as outras fontes renovaveis e poderiam futuramente, substituir o uso do
petréleo. No Brasil, o etanol celulésico é apontado como um dos potenciais
biocombustiveis a ser produzido em escala industrial em virtude da alta oferta de cana-de-
acucar. Entretanto ainda permanecem questdes relacionadas a selecdo da biomassa, aos
tipos de pré-tratamento que serdo empregados bem como suas condi¢des de processo, € 0
custo das enzimas celuloliticas, que é outro fator importante por possuir um forte impacto
no custo do processamento das biomassas lignocelulésica para a comercializacdo do
etanol celulésico. A palha e o bagaco de cana sdo residuos com potencial para a
implementacdo industrial da producdo de etanol celulésico associada a cogeracdo de
energia nas usinas. A palha de cana-de-acucar pode ser utilizada também como agente de
protecdo das culturas de cana. A biomassa lignocelul6sica ao passar pelas etapas de pre-
tratamento, hidrolise enzimatica, fermentacdo alcodlica e destilagdo, pode dar origem ao
etanol celul6sico, oriundo da celulose presente nestes materiais. Este trabalho visa avaliar
parametros relacionados ao tratamento hidrotérmico como o tipo de gas de pressurizacao
(nitrogénio, ar sintético e gas carbdnico) e a pressao inicial (5-20 bar) com o intuito de
beneficiar a hidrdlise enzimatica da palha de cana e/ou reduzir o custo com as enzimas na
etapa de hidrolise enzimatica.

1. INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos sdo 0s compostos organicos mais abundantes na
biosfera terrestre, representando 50% da biomassa terrestre, segundo Sarko (1997). Dentre
os residuos agroindustriais de composi¢éo lignocelul6sica de maior importancia destacam- se:
bagaco e palha de cana-de-agUcar; sabugo e palha de milho; palhas de trigo e arroz, restos de
madeira processada e lixo com base em papel.

O bagaco de cana e palha de cana sdo produzidos em grandes quantidades pelas
usinas de acgucar e alcool no Brasil (Martinez et al., 2003; Hernandéz-Sallas et al., 2009).
Segundo Pandey et al.,, (2000) Cerca de 50% deste residuo € utilizado em destilarias
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como fonte de energia; enquanto o restante € acumulado. Portanto, devido a
disponibilidade do bagaco de cana e da palha como residuos da agroindustria da cana, que
oferece vantagens econ6micas, ambientais e estratégicas, hd um grande interesse no
desenvolvimento das tecnologias de producdo de combustiveis e produtos quimicos, a partir
destes materiais (Adsul et. al., 2004).

As fragdes, celuldsica e hemicelulosica do bagaco e da palha de cana, podem ser
hidrolisadas por celulases e hemicelulases gerando principalmente glicose e xilose, que
sd0 agucares passiveis de serem fermentados a etanol. O microrganismo de elei¢do para
fermentar glicose € a levedura Saccharomyces cerevisiae, que, entretanto, ndo metaboliza a
xilose a etanol (Cheng et al., 2008). A estrutura nativa da parede celular vegetal, que € o
principal componente dos materiais lignocelulésicos apresenta uma  estrutura
supramolecular recalcitrante a degradacdo por agentes bioldgicos. Assim, estes materiais
devem ser tratados por processos fisicos, quimicos ou biol6gicos visando alterar a sua
estrutura nativa e diminuir a recalcitrancia & hidrélise enzimatica. Embora a composi¢do
quimica dos produtos e subprodutos do pré-tratamento variem, de acordo com a natureza
do processo, existem fatores que afetam a eficiéncia da hidrélise da celulose: a
porosidade do material (area de superficie acessivel), a cristalinidade das fibras de celulose
e o teor de lignina e hemicelulose presente no material que dificultam o acesso das enzimas as
fibras de celulose, impedindo a hidrélise de 100% da celulose (Mc Millan, 1994). A remocéo
ou reducdo dos teores de lignina e hemicelulose em conjunto com a diminuicdo da
cristalinidade através de processos de pré-tratamento podem favorecer significativamente a
etapa de hidrélise. A hidrolise enzimética da hemicelulose ndo apresenta dificuldades
cinéticas ou de rendimento em funcéo da sua natureza amorfa.

1.1. Pré-tratamentos de biomassa

Inimeras estratégias de pré-tratamento vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
aumentar a reatividade da celulose e assim consequentemente aumentar o rendimento de
acucares fermentaveis na etapa de sacarificacdo enzimatica. Os objetivos tipicos dos pre-
tratamentos estudados sdo: (1) producdo de compostos digestiveis que beneficiem o
rendimento de hidrdlise enzimatica; (2) evitar a degradacdo de acUcares (especialmente as
pentoses) incluindo aquelas oriundas da fracdo hemicelulésica; (3) minimizar a formacao de
inibidores para as etapas de fermentacdo subsequentes; (4) recuperacdo da lignina para
formacdo de subprodutos e (5) ter um custo operacional efetivo utilizando reatores de
tamanho moderado que minimizem a demanda por calor e energia. Os tipos de pré-tratamento
geralmente sdo classificados como: fisicos, quimicos, fisico-quimicos ou biolégicos (Brodeur
etal., 2011).

Pré-tratamento hidrotérmico: O Hot compressed water (HCW), também chamado por
alguns autores como Liquid Hot Water (LHW) é um tipo de tratamento hidrotérmico que nédo
utiliza nenhum tipo de reagente quimico e ndo é necessaria a descompressao rapida. Neste
tratamento, a pressdo e aplicada para manter a dgua no estado liquido a temperaturas elevadas
(160- 240°C). O principal objetivo deste tratamento € a solubilizacdo da hemicelulose para
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tornar a celulose mais acessivel, evitando a formacdo de inibidores. A fracdo liquida gerada
ao final deste tratamento pode ser filtrada dando origem a duas correntes, uma delas rica em
celulose (residuo sélido) e outra rica em acucares derivados da hemicelulose. Através deste
método, a lignina € parcialmente solubilizada e despolimerizada, entretanto a total
deslignificacdo ndo é possivel somente ao utilizar agua quente, devido a recondensacdo de
alguns componentes sollveis presentes na lignina. Em geral este tipo de tratamento € atrativo
do ponto de vista econémico por ndo requerer catalisadores, utilizar reatores com baixo custo
de construcdo, por possuir baixo potencial de corrosdo e pelo aproveitamento energético, uma
vez que o calor gerado pelo o tratamento pode ser utilizado em outras correntes através do
emprego de trocadores de calor (Alvira, et al., 2010).

Este trabalho visa avaliar parametros relacionados ao tratamento hidrotérmico, como a
pressao inicial do sistema e o tipo de gas utilizado, a fim de beneficiar a hidrélise enzimética da
palha de cana-de-acgUcar visando a otimizacao técnico-cientifica e econémica do processo.

2. Materiais e métodos

2.1. Matéria-prima

A palha de cana-de-acucar foi gentilmente cedida pelo Complexo Bioenergético
Itarumd S.A. (Goias, Brasil - http://www.usinaitaruma.com.br). Este material foi seco a
temperatura ambiente, pré-moido em moinho de facas SM-300 (Retsch, Alemanha) e peneirado
de forma a selecionar particulas menores que 2 mm. Para a determinacdo do teor de
umidade do material peneirado foi utilizando o analisador de umidade modelo 1V-3000
(Inddstria e Comércio Eletro Eletrénica Gehaka, Sdo Paulo, Brasil).

2.2. Tratamento hidrotérmico

Os ensaios de pré-tratamento hidrotérmico foram realizados utilizando um reator de acgo
inox com volume total de 1L e volume util de 300 mL (Parr 4520, PARR Instrument
Company, Moline, IL, E.U.A). O reator foi alimentado com 30g de biomassa seca
(particulas menores que 2 mm) suspensa em 300 mL de agua (100 g/L), a mistura foi
homogeneizada e para a pressurizagdo do sistema, foram utilizados diferentes tipos de gases,
como, Nitrogénio UP, Ar sintético UP e CO, industrial, variando a pressdo de 0 a 20 bar e
mantendo a agitacdo de 100 RPM, a temperatura em 165°C durante 25 minutos para todas as
condicdes testadas. Experimentos controles sem presséo inicial e/ou somente com a purga de
cada gés foram realizados afim de comparar o efeito de cada um deles sobre a biomassa.

A fragdo soélida gerada no pré-tratamento foi lavada com 600 mL de agua
deionizada antes da realizacdo dos ensaios de hidrélise enzimatica. Ja a fracdo liquida
gerada nos ensaios de pré-tratamento foi quantificada em termos de inibidores como, furfural,
hidroximetil furfural (HMF) e acido aceético.
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2.3. Hidrolise enzimatica

Os ensaios de sacarificacdo enzimatica foram realizados visando avaliar a eficiéncia
dos pré-tratamentos como facilitadores da hidrélise da celulose contida na biomassa da cana-
de-acucar. As misturas reacionais apresentando 10 g de substrato em um volume total de
100mL foram conduzidos & 50°C por até 72h em pH inicial 4,8 (tampéo citrato de sodio
50 mM) e 200 RPM. A carga de enzima correspondeu a 10 FPU/g de biomassa, sendo
utilizada a enzima comercial Power Cell (Prozyn, S&o Paulo, Brasil). Amostras foram retiradas
em Oh, 48h e 72h para analise dos acUcares liberados.

2.4. Quantificacdo de produtos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Os acUcares produzidos na etapa de hidrolise enzimatica foram quantificados por um
sistema de CLAE (Ultimate 3000, Thermo Scientific, E.U.A) equipado com uma coluna
Aminex HPX-87P (7.8 mm I.D. x 30 cm, BioRad, E.U.A) e um detector de indice de refracéo,
trabalhando a 80°C com fluxo de 1,0 mL de agua por minuto. Inibidores como o furfural, 5-
hidroximetilfurfural (HMF) e éacido acético, também foram analisados por um sistema de
CLAE (Elite La Chrom, Hitachi, Japdo). Neste altimo caso, foi utilizada a coluna, Aminex
HPX-87H (7.8 mm I.D. x 30 cm, BioRad, E.U.A), a temperatura de 60 °C utilizando 1 mM de
acido sulfarico (H2SO4) como eluente a um fluxo de 0,6 mL por minuto.

3. RESULTADOS

3.1. Pré-tratamentos com N,

A figura 1 apresenta os resultados ap6s 72h de hidrolise enzimética para todos os pré-
tratamentos realizados utilizando nitrogénio como géas de pressurizacao, nas pressdes de 5 bar, 10
bar, 15 bar e 20 bar. Adicionalmente aos ensaios acima mencionados foram testados 3 controles
comparativos: 1) Para o material sem tratamento; 2) Para o material sem purga de N, e sem
presséo inicial e 3) Para o material com purga de N, e sem pressdo inicial.
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Tratamentos com Nitrogénio
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Figura 1 — Resultados de recuperacédo de glicose ap6s 72h de hidrolise enzimética para
ensaios de pré-tratamento utilizando nitrogénio ultra puro como gas de pressurizacgao.

A partir dos resultados apresentados na figura 1 é possivel observar que os niveis de
glicose recuperados para pressfes iguais ou superiores a 10 bar sdo muito préximos, indicando
uma saturagdo da hidrélise enziméatica ao recuperar aproximadamente 310 mg de glicose por
grama de biomassa. Considerando que a palha de cana possui aproximadamente 38% de celulose
em sua composicdo quimica, pode-se estimar que o rendimento de hidrélise nas melhores
condicdes de tratamento ao utilizar nitrogénio como gas de pressurizacdo € da ordem de 74%.
Para palha de cana sem tratamento foi possivel recuperar 81 mg de glicose/g de biomassa, 0 que
correponde a aproximadamente 19% de rendimento. Para o experimento sem purga € sem
pressao foi possivel recuperar 187 mg de glicose/ g de biomassa, 0 que corresponde a
aproximadamente 45% de rendimento. E finalmente ao fazer somente a purga com nitrogénio foi
possivel recuperar 208 mg de glicose/ g de biomassa, o que corresponde a 50% de rendimento.

3.2. Pré-tratamentos com Ar sintético

A figura 2 apresenta os resultados ap6s 72h de hidrolise enzimética para todos os pré-
tratamentos realizados utilizando ar sintético ultra puro como gas de pressurizacao, nas pressoes
de 5 bar, 10 bar, 15 bar e 20 bar. Adicionalmente aos ensaios acima mencionados foram testados
3 controles comparativos: 1) Para o material sem tratamento; 2) Para o material sem purga de ar
sintético e sem pressédo inicial e 3) Para o material com purga de ar sintético e sem pressao
inicial.
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Tratamentos com Ar sintético
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Figura 2 - Resultados de recuperacao de glicose apds 72h de hidrolise enzimatica para
ensaios de pré-tratamento utilizando ar sintético ultra puro como gas de pressurizacao.

A partir dos resultados apresentados na figura 2 é possivel observar que os niveis de
glicose recuperados para pressdes iguais ou superiores a 10 bar, similarmente aos resultados
obtidos com ar sintético, os resultados de recuperacdo de glicose foram muito préximos,
indicando uma saturacdo da hidrdlise enzimatica ao recuperar aproximadamente 323 mg de
glicose por grama de biomassa. Considerando que a palha de cana possui aproximadamente 38%
de celulose em sua composicdo quimica, pode-se estimar que o rendimento de hidrélise nas
melhores condic¢Ges de tratamento ao utilizar ar sintético como gés de pressurizacdo é da ordem
de 77%. Ao fazer somente a purga com ar sintético foi possivel recuperar 195 mg de glicose/ g
de biomassa, o0 que corresponde a 47% de rendimento.

3.3. Pré-tratamentos com CO,

A figura 3 apresenta os resultados ap6s 72h de hidrolise enzimética para todos os pré-
tratamentos realizados utilizando CO; industrial como gas de pressurizacdo, nas pressoes de 5
bar, 10 bar, 15 bar e 20 bar. Adicionalmente aos ensaios acima mencionados foram testados 3
controles comparativos: 1) Para o material sem tratamento; 2) Para o material sem purga de ar
sintético e sem pressdo inicial e 3) Para o material com purga de CO; e sem pressdo inicial.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 6



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Congresso Brasileiro de F|0rlan0p0| Is/SC
Engenharia Quimica

Tratamentos com CO,

[11]

a

8 400,00

S

L

300,00

S I

2 200,00 _ -

a

wv

S 100,00

z ]

3 000

£ 72h
B PC - SEM TRATAMENTO PC - SEM PURGA E SEM PRESSAO

PC - PURGA C0O2 PC -5 BAR CO2

m PC - 10 BAR CO2 m PC- 15 BAR CO2

B PC- 20 BAR CO2

Figura 3 - Resultados de recuperacgdo de glicose apds 72h de hidrélise enzimatica para
ensaios de pré-tratamento utilizando CO; industrial como géas de pressurizacao.

A partir dos resultados apresentados na figura 3 é possivel observar que 0s niveis de
glicose recuperados para uma pressdo de 10 bar foram os maiores, quando comparados aos
resultados com pressdes superiores ou inferiores. Indicando que para pressdes superiores a 10
bar podem sugerir uma degradacédo da celulose do material devido ao carater oxidante do CO..
Para a pressdo de 10 bar de CO2, foi possivel recuperar aproximadamente 324 mg de glicose por
grama de biomassa. Considerando que a palha de cana possui aproximadamente 38% de celulose
em sua composicdo quimica, pode-se estimar que o rendimento de hidrdlise utiizando 10 bar de
pressdao de CO, é da ordem de 78%. Ao fazer somente a purga com CO, foi possivel recuperar
226 mg de glicose/ g de biomassa, 0 que corresponde a 54% de rendimento.

3.4. Formacao de inibidores de fermentacgéo

A fim de confirmar a melhor condicdo de pré-tratamento hidrotérmico em termos do gas
de pressurizacdo e da pressdo inicial de tratamento, é necessario também, avaliar em conjunto
com a hidrolise enzimética, a formagdo de produtos inibitorios durante o tratamento. Inibidores
como HMF e furfural, que sdo provenientes da desidratacdo da glicose e xilose, sdo
extremamente toxicos para as leveduras que promovem a fermentagdo alcodlica. Além disso a
formacgéo de &cido acético também acontece devido a auto hidrdlise da biomassa durante os
diversos pré-tratamentos, como consequéncia da presenca de terminais acetato presentes na
estrutura nativa da biomassa de cana.

Ao avaliar a formacdo de HMF para os 3 gases testados em diferentes pressoes, nao foi

possivel identificar um perfil diferenciado pois em todas as condicdes testadas, os niveis de HMF
liberados na fase liquida foram da ordem de 0,2 g/L.
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Ja os niveis de furfural e acido acético gerados comparando os 3 gases a 10 bar de
pressdo foram superiores para CO2 (1,0 g/L e 1,2 g/L, respectivamente) seguidos pelo ar
sintético (0,6 g/L e 0,9 g¢/L, respectivamente). Para os tratamentos com 10 bar de N, foram
gerados 0,3 g/L de furfural e 0,5 g/L de &cido acético. Isto acontece provavelmente devido ao
carater mais inerte do N, quando comparado a gases oxidantes como o ar sintético e o CO,.

4. DISCUSSAO

Em geral, ainda existem poucos trabalhos relacionados ao tratamento hidrotérmico com
palha de cana, entretanto alguns resultados da literatura, realizados com bagaco de cana,
mostram que o tratamento a altas temperatura (> 220 °C) e baixos tempos de residéncia (< 2
min.), associado a uma baixa carga de solidos ( ~ 5%), resultam em aproximadamente 87% de
rendimento de sacarificacdo e fermentagcdo simultanea (Laser et al., 2002), entretanto, utilizar
uma baixa carga de solidos implica na utilizacdo de grandes quantidades de agua, grandes
volumes reacionais e a fracdo liquida recuperada, rica em xilose, apresentaria baixas
concentracdes de acucares C5, impedindo que a mesma pudesse ser utilizada diretamente em um
processo de producdo de alcool ou de producdo de enzimas, necessitando obrigatoriamente de
uma etapa de concentracao.

Os resultados deste trabalho mostram que ao utilizar 10% de sélidos, temperaturas e
tempo intermediarios (165 °C por 25 min.), é possivel atingir cerca de 74-78% de rendimento
com baixa formagdo de inibidores, como furfural e HMF. Embora este tipo de tratamento
remova parcialmente a fracdo hemicelulésica do material, a presenca da lignina impede que
rendimentos superiores a 90% sejam atingidos, provavelmente devido a baixa area de superficie
especifica encontrada nos materiais tratados, pois a lignina a altas temperatura adere a superficie
das fibras de celulose impedindo que as mesmas fiquem exposta ao ataque enzimatico.

5. CONCLUSOES

Avaliando conjuntamente os resultados de hidrélise enzimatico com os resultados de
formacé&o de inibidores, tem-se que a melhor condicdo de tratamento em termos de tipo de gas e
pressao inicial de tratamento se d& ao utilizar 10 bar de nitrogénio, pela obtencdo de um alto
rendimento de hidrolise e uma menor formacéo de inibidores. Entretanto para uma otimizacéo
completa é necessario investigar 0s custos de processamento bem como outros parametros
relevantes ao tratamento hidrotérmico, como, o pH, a carga de biomassa, a agitacdo, a
temperatura de tratamento e o tempo de residéncia, que serdo investigados futuramente neste
mesmao projeto.
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