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RESUMO - Amostras de residuos da colheita de milho, como palhas, caules e
folhas, foram pré-tratadas em um processo de duas etapas, sendo a primeira com
solugdes acidas de H,SO4 1 ¢ 3% (v/v) e a segunda com solugdes alcalinas de
NaOH 0,5 e 5% (m/v), utilizando uma autoclave a 120°C e 1,05 bar por 40 min.
Também foi realizado um planejamento fatorial para otimizar a retirada de lignina
da biomassa, no qual os seguintes fatores foram variados: temperatura (100 e 120
°C), tempo (40 e 60 min) e concentragdo de NaOH (0,5 e 1%). Apos os pré-
tratamentos, as amostram tiveram seus teores de agucares, lignina e cinzas
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e sua
morfologia analisada por microscopia eletronica de varredura.

1. INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 74 milhdes de toneladas de residuo seco de biomassas sao
desperdicadas no mundo por ano e estas teriam o potencial de produzir 49 milhdes de litros de
bioetanol (Kim, 2003) e outros biocombustiveis (Dias, 2013). Além da questdo energética, a
biomassa ¢ rica em compostos de carbono, como glicose, frutose, xilose € outros agucares, que
poderiam ser usados na obtengdo de produtos quimicos de alto valor agregado. Entre esses,
destacam-se furfural, hidroximetilfurfural, etanol, butanol, ezc. (Stark, 2011; Rinaldi, 2009).

O milho pertence a familia Gramineae/Poaceae de nome cientifico Zea mays L. A planta
¢ basicamente formada pelo caule, as folhas e as espigas. E uma cultura de importancia
significativa no Brasil e que resulta em uma quantidade grande de biomassa vegetal por
tonelada de graos produzidos. De uma forma geral, a biomassa lignoceluldsica ¢ constituida
por paredes celulares secas de plantas, cujos principais componentes s3o celulose,
hemicelulose e lignina (Azadi, 2012).

O aproveitamento dos diferentes componentes da parede celular na produgdo de etanol
de segunda geracdo depende de pré-tratamentos capazes de separd-los e tornar a celulose mais
acessivel a hidrdlise enzimatica, uma das etapas determinantes do processo. Assim, esse
trabalho esta centrado na otimizagdo das etapas de pré-tratamento quimico aplicado aos
residuos de milho, buscando teores minimos de lignina restantes na biomassa e
enriquecimento de seu percentual de celulose.
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2. METODOLOGIA E RESULTADOS

As amostras de espécies hibridas Zea mays L. (sementes DKB 340 BRO, Dekalb)
foram doadas por uma fazenda localizada no municipio de Casa Branca-SP. Os pés de milho
foram colhidos 60 dias apds o plantio e moidos em um moinho de facas Thomas Scientific. O
tamanho das particulas foi controlado, utilizando-se uma peneira de 2 mm de didmetro,
segundo as especificagdes estabelecidas no protocolo do NREL (Sluiter, 2008). Em todos os
pré-tratamentos realizados neste trabalho, as amostram eram uma mistura de folhas, caules e
palhas da espiga na propor¢ao 5:4:1. Tal propor¢do foi determinada de acordo com a massa
seca obtida de cada componente da planta.

Os pré-tratamentos utilizados basearam-se em uma metodologia ja sélida no grupo de
pesquisa (Rezende, 2011). O pré-tratamento consiste de duas etapas: uma primeira etapa
acida, utilizando uma solucao de acido sulfurico (H,SO,), e uma segunda etapa basica, em
que se utiliza um tratamento com hidréxido de s6dio (NaOH) aquoso (Rezende, 2011). Foi
feito também um tratamento hidrotérmico para comparagdo, mantendo-se as demais
condi¢des iguais a do tratamento acido-base (120 °C, 1,05 bar e 40 min). Em todos os
tratamentos, utilizou-se uma autoclave vertical AV-75 Phoenix. As concentragdes utilizadas
de cada reagente e os respectivos nomes das amostras estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 — Relacdo das amostras de palha de milho tratadas em diferentes
concentragodes de acido e base por 40 min, a 120 °C e 1,05 bar.

Nome da amostra H,S0, (v/v) NaOH (m/v)
1 In natura --- ---
2 Hidrotérmico 0% ---
3 H,SO4 1% 1% ---
4 H,S0,4 1% + NaOH 0,5% 1% 0,5%
5 H,SO,4 1% + NaOH 5% 1% 5%
6 H,S043% 3% ---
7 H,SO,3% + NaOH 0,5% 3% 0,5%
8 H,S0O,3% + NaOH 5% 3% 5%

Os residuos solidos obtidos apds cada tratamento foram hidrolisados para serem
quantificados quanto a sua composi¢ao quimica por HPLC e por espectroscopia UV-Vis,
segundo um protocolo descrito anteriormente (Sluiter, 2008). A composi¢do quimica das
amostras encontra-se na Tabela 2.

Analisando a composicdo das amostras, pode-se observar que a quantidade de
hemicelulose diminui quando tratamentos acidos sdo aplicados. A quantidade média de
hemicelulose nas amostras in natura (1) ¢ de cerca de 6,5% e esse percentual permanece
praticamente inalterado com o tratamento hidrotérmico, que utiliza agua apenas. Nos
tratamentos usando acido 1 ou 3% (3 e 6), o teor de hemicelulose cai para cerca de 2%. Em
relagdo ao percentual de celulose presente nessas amostras, a maioria dos tratamentos tende a
enriquecer as amostras em celulose, o que se deve a retirada dos demais componentes da
amostra. O Unico tratamento que diminui o percentual de celulose em relagao aos 40% da
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presentes na amostra in natura (1) € o tratamento hidrotérmico. Nos tratamentos com altas
concentracdes de NaOH (5 e 8), a amostra final é composta essencialmente por celulose pura
(percentuais entre 94 e 99 %), embora seja importante considerar a perda de massa total
nesses processos, que ¢ de 75%. Esses tratamentos mostram-se assim bastante efetivos na
obtencao de substratos ricos em celulose para produgdo de etanol de segunda geragao.

Tabela 2 — Composi¢ao quimica das amostras de milho antes e apos os pré-tratamentos.

Celulose |Hemicelulose| Lignina | Cinzas Total
Amostra Meédia Meédia Média | Média | Média
1| In natura A (extrativos) 41+ 1 6,6 £0,3 28,0+0,5 [0,65+0,02] 992
2 H,0 39,4+0,9 6,1 0,7 29,7+0,3 0,53+0,01| 76+1
3 H,S04 1% 54,1+£0,2 2,9+0,2 34,18+ 0,09 (1,35+0,01| 92,5+0,3
4 H,SO4 1% + NaOH 0,5%| 73+6 2,5+03 261 [0,56+0,03| 1025
5| H,SO4 1% + NaOH 5% 94+4 2,00 + 0,08 9,65 +0,07 (0,24 +0,02| 106+4
6 H,S043% 58,13+0,01| 2,42+0,04 | 355+09 [1,49+0,05| 97,5+0,8
7 |H2S043% + NaOH 0,5% | 79«12 2,0+02 259+0,6 [041+0,01| 10712
8| H,S043% + NaOH 5% 99+9 2,0£0,2 9+1 ]0,33+0,00] 110+38

*No caso da amostra in natura, o total ¢ obtido somando-se também os 22,5% de extrativos, retirados com
H,0 e etanol/hexano (1:1) em extrator Sohlet.

O principal fungdo dos tratamentos com NaOH foi retirar lignina da biomassa, ja que
esse componente tem a func¢do de conferir rigidez, impermeabilidade e resisténcia a planta.
Assim, a menor quantidade de lignina resulta em maior disponibilidade, acessibilidade e area
superficial para as enzimas que atuardo na etapa de hidrélise enzimatica para producao de
etanol. De acordo com a Tabela 2, pode-se afirmar que a biomassa do milho in natura (1)
possui cerca de 30% de lignina em sua composicdo. O tratamento hidrotérmico tem pouco
efeito sobre esse percentual, mas o teor de lignina cai para cerca de 25% quando ¢ utilizado,
na segunda etapa do pré-tratamento, uma solugdo alcalina de concentracdo 0,5% (4 e 7),
independentemente da concentragdo da solucdo 4cida utilizada na etapa anterior. J4 para as
solugdes de NaOH 5% (5 e 8), o valor cai para cerca de 10% e também independe da
concentragdo do acido utilizado na primeira etapa. No caso das amostras tratadas apenas com
acido (3 e 6), o percentual de lignina parece aumentar em relagdo a amostra in natura, mas
isso se deve, na verdade, a retirada de outros componentes presentes na biomassa,
principalmente hemicelulose. Com essa andlise, observa-se que a retirada de lignina do
material esta intrinsecamente relacionada a concentragdo da solugdo alcalina, ou seja, o NaOH
¢ o responsavel pelo aumento da acessibilidade da biomassa por seu efeito de extrair lignina.

Procurando compreender melhor quais dos fatores de processo (temperatura, tempo e
concentracdo de NaOH) tem maior influéncia sobre a concentragdo minima final de lignina
nas amostras, montou-se um planejamento fatorial 2> em duplicata. Os dados do
planejamento, incluindo os niveis em que cada um dos fatores foram variados e a quantidade
de lignina total obtida (soltivel e insoluvel) ap6s os tratamentos encontram-se na Tabela 3. O
calculo dos efeitos principais e das interagdes entre os efeitos encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 3 — Dados do planejamento fatorial.

1: Temperatura, °C 100 (-) 120 (+)
Fatores.z: Tempo, min 40 (-) 60 (+)
3: Concentracio NaOH, %(m/v) 0,5 (-) 1,0 ()
Ensaio 1 2 3 Quantidade de Lignina (%) Média (%)
1 - - - 25,21 24,74 25,0+0,3
2 + - - 24,94 25,34 25,1+£0,3
3 - + - 24,13 25,49 25+ 1
4 + + - 31,33 32,01 31,7+ 0,5
5 - - + 15,22 14,46 14,8 £0,5
6 + - + 17,08 16,82 17,0+ 0,2
7 - + + 16,39 16,27 16,33 £ 0,09
8 + + + 17,08 17,16 17,12 + 0,05
Tabela 4 — Efeitos principais e de interacdo entre os fatores.
1 2 3 12 13 23 123
2,5+0,2 2,0+0,2 -10,3+0,2 1,3+0,2 -1,0£0,2 -1,2+0,2 2,0+0,2

Analisando os dados, temos que a temperatura (1) e o tempo de residéncia (2) na
autoclave ndo possuem um efeito principal significativo na retirada de lignina, dentro dos
intervalos estudados (temperatura entre 100 e 120 °C e tempo entre 40 ¢ 60 min). No entanto,
o efeito principal 3, o qual corresponde a concentragdo de NaOH, ¢ significativo e se destaca
dentre todos os outros efeitos de interacdo. Isso significa que, quando mudamos do patamar
baixo da concentracdo (0,5 m/v) para o mais alto (1,0 m/v) temos uma média de diminui¢ao
de 10% na quantidade de lignina da amostra ¢ nao ha evidéncias de que esse aumento
dependa dos niveis das outras varidveis, na faixa experimental investigada.

O ensaio que revelou a menor quantidade de lignina foi o ensaio 5, com uma média de
14,8%, o qual foi realizado a 100 °C (-), por 40 min (-) a uma concentracdo de NaOH 1,0%
(+), enquanto que o ensaio com 120 °C (+), por 60 min (+) a mesma concentracao teve uma
média de 17,12% de lignina na composi¢ao. Tais dados confirmam que o tempo de residéncia
na autoclave e a temperatura nao possuem um efeito significativo na retirada da lignina. Dessa
forma, ¢ possivel utilizar tempos relativamente curtos e temperaturas menores nos
tratamentos, visando economia de energia.

Para a andlise morfoldgica dos residuos de milho, estes foram separados em caule,
folhas e palha (da espiga) para facilitar a identificagdo das variacdes morfologicas em
decorréncia dos tratamentos. A Figura 1 mostra fibras de palha de milho com sinais brandos
de degradacdo nas amostras tratadas s6 com H,SO4 1% (Figura 1B) ou com H,SO4 1% +
NaOH 0,5% (Figura 1C), mas uma morfologia bastante degradada pelo tratamento com
H,SO4 1% + NaOH 5% (Figura 1D). Na Figura 1(A), observa-se com clareza as fronteiras das
paredes celulares das células que compdem a palha da espiga e também uma fina camada de
tecido que protege tais cé¢lulas, além de alguns estomatos espalhados ao longo dele. Ja na
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Figura 1(B), nessa amostra pré-tratada com 4acido sulfurico 1%, observam-se tecidos dobrados
e rupturas na parede celular, que caracterizam as consequéncias morfologicas do tratamento
quimico aplicado. Na Figura 1(D), as estrutura fibrilar do milho (que ¢ uma graminea) esta
solta e as fibras menores encontram-se emaranhadas e retorcidas. A separagdo do feixe de
fibras em amostras de gramineas foi anteriormente observada nesse grupo de pesquisa
(Rezende, 2011).

(A) Palha da espiga — In natura

—

:_(B) Palha da espiga 2804 1%

i,

(D) Palha da espiga H,SO, 1%-+NaOH 5%

Figura 1. Imagens obtidas por FESEM da palha da espiga do milho: (A) in natura; (B) ap6s
tratamento com H,SO,4 1%; (C H,SO4 1% + NaOH 0,5%; e (D) H,SO,4 1% + NaOH 5%.
Barra de escala de 200 pm.

Esses resultados morfoldgicos estdao totalmente coerentes com os dados de retirada de
lignina apresentados na Tabela 2. O tratamento mais brando retira pouca lignina, deixando
acessivel algumas partes das estruturas fibrilares, por outro lado, o tratamento severo ataca
fortemente a lignina e a remove com tanta significancia que o material fica sem suporte e sem
rigidez, perdendo totalmente a sua forma original. A Figura 2 mostra imagens ampliadas da
parede celular da palha de milho em que os contornos das fibrilas individuais de celulose
come¢am a se tornar nitidos. A superficie relativamente compacta da amostra in natura
(Figura 2A) comega a apresentar poros maiores apds os tratamentos quimicos, o que pode ser
atribuido a retirada de componentes da parede celular. Essas imagens em ampliagdes maiores
evidenciam as mudancas morfoldgicas em uma escala bastante ampliada e mostram que a
retirada de hemicelulose e de lignina dos intersticios entre as fibrilas e celulose, evidencia o
relevo das mesmas.
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(A) Palha da espiga — In natura (D) Palha da espiga H,SO, 1%+NaOH 5%

* — . o
Figura 2. Imagens obtidas por FESEM da palha da espiga do milho: (A) in natura; (B) apo6s
tratamento com H,SO,4 1% + NaOH 5%. Barra de escala de 3 pm.

3. CONCLUSOES

Os tratamentos quimicos aplicados nesse trabalho mostram-se muito efetivos para
retirar lignina dos residuos de biomassa de milho e para a obten¢@o de substratos enriquecidos
em celulose para a obtencao de etanol de segunda geracdo. O pré-tratamento em duas etapas
com H,SO,4 3% + NaOH 5% rendeu as maiores porcentagens de celulose e as menores de
lignina, além de apresentar uma morfologia mais aberta e com grande area de contato para
hidrélise enzimatica. O planejamento fatorial 23 mostrou que a concentragdo de NaOH ¢ o
efeito principal mais relevante para retirada da lignina das amostras, em detrimento do tempo
e da temperatura de reagdo, dentro das faixas utilizadas neste trabalho.
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