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RESUMO

Muitos pré-tratamentos nao apresentam custo/beneficio tecnicamente
viavel, contudo um exemplo promissor é a utilizacdo do liquido iénico prético (LIP)
na dissolucado da biomassa lignocelulésica que resulta em rendimentos de hidrélise
enzimatica superiores aos pré-tratamentos convencionais. Este trabalho foi avaliado
em duas etapas, primeiro a otimizacgo do 2HEAA (acetato de 2-
hidroximonoetanolaménio) e segundo a triagem de 11 LIPs, ambas para o pré-
tratamento do bagaco de cana-de-acucar (10% soélidos) com LIP:H.O de 5:1 (m/m).
As temperaturas determinadas para o pré-tratamento foram utilizadas com base nas
analises termogravimétricas dos LIPs e o tempo foi variado para avaliar a eficiéncia
do processo. A eficiéncia do pré-tratamento foi confirmada por hidrélise enzimatica
com 10% sdlidos (m/m). O 2HEAA foi o mais eficiente para o pré-tratamento do
bagacgo (150°C, 2 h), cuja hidrolise enzimatica resultou em converséo de celulose de
77,4% e hemiceluloses de 69,0%. A celulose nado apresentou solubilizacdo e a
lignina e as hemiceluloses sao parcialmente solubilizadas para o licor. Com o intuito
de aumentar a conversao para xiloses foi utilizada uma combinacdo de coquetel
enzimatico (Cellic Htec2 e Cellic Ctec2 — Novozymes), logo a conversdo aumentou
para 80,6% e 77,4% de celulose e hemiceluloses, respectivamente. Em uma
segunda etapa foi avaliada a triagem de 11 LIPs que foram baseados em dois
grupos de anion — sulfato e acetato: O grupo do anion acetato apresentou bons
rendimentos em pré-tratamento, o M-2HEAA (Acetato de N-metil-2-hidroxietilaménio)
em um pré-tratamento a 160°C por 3 h apresentou o melhor rendimento global de
glicose do grupo, com 72,0%, sendo considerado promissor para estudos futuros.
Este trabalho credibilizou os pré-tratamento com LIPs como uma alternativa futura

para ser economicamente favoravel a producao de etanol de segunda geragéo (2G).

Palavras-chave: bagago da cana; liquido ibnico; pré-tratamento; hidrolise

enzimatica; etanol 2G.



ABSTRACT

Several pretreatments do not present a feasible cost/benefit relationship,
however, a promising solution is the use of protic ionic liquids (PIL) in the
pretreatment of lignocellulosic biomass which leads to higher enzymatic hydrolysis
yields compared to conventional pretreatments. This work was performed in two
steps, first, the optimization of 2HEAA biomass pretreatment (2-hydroxy
ethylammonium acetate), and second, the screening of 11 PILs, both using
sugarcane bagasse pretreatment (10% of solids loading) with PIL:H>O ratio of 5:1
(w/w). The working pretreatment temperatures were chosen considering the
thermogravimetric analysis of PILs and the batch time was varied to evaluate the
process efficiency. Pretreatment efficiency was confirmed by enzymatic hydrolysis
with 10% solids loading (w/w). The PIL 2HEAA was the most efficient in sugarcane
bagasse pretreatment (150°C, 2 h), whose enzymatic hydrolysis led to 77.4% of
cellulose conversion and 69.0% of hemicelluloses. There was no cellulose
solubilization, whereas there was partial lignin and hemicelluloses solubilization. In
order to increase xylan conversion, a combination of enzymatic cocktails (Cellic Htec
2 and Cellic Ctec 2 — Novozymes) was employed; the conversion was increased to
80.6% and 77.4% of cellulose and hemicelluloses respectively. The screening of 11
PIL’s was done by splitting the PIL in 2 groups based on the anion — sulfate and
acetate: The acetate-anion group, presented the highest yields in the pre-treatments,
the M-2HEAA (2-hydroxy-N-methylethanaminium acetate) in a pretreatment of 160
°C for 3 h showed the highest glucose yield of the group, with 72.0%, being
considered the most promising for further optimization studies. This work has shown
that pretreatments with PILs can be an alternative to a more economically feasible
2G ethanol production.

Keywords: sugarcane bagasse; ionic liquid; pretreatment; enzymatic hydrolysis; 2G

ethanol.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O etanol produzido a partir da cana-de-acgucar € uma das principais fontes
de combustiveis renovaveis, sendo pouco poluente quando comparado com 0 uso

de combustiveis de origem fossil como gasolina e diesel (ALBINO et al., 2006).

O Brasil é o maior produtor da cana-de-acucar, tendo a safra de
2015/2016 uma producdo de 665,6 milhdes de toneladas de cana, com um
crescimento de 4,9% em relagéo a safra de 2014/2015. Esse aumento € gerado pela
variedade da matéria-prima, condi¢cées climaticas favoraveis e a melhoria da

eficiéncia industrial das unidades produtoras (CONAB, 2016).

A producdo de etanol a partir da cana-de-aglcar gera grandes
quantidades de bagago. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2011), para cada tonelada de cana-de-acgucar processada, 270 a 290 kg
de bagaco (em base Umida, aproximadamente 50% umidade) sdo produzidos. Em
grande parte das usinas sucroalcooleiras, o bagaco é queimado para producao de
calor e energia em caldeiras de vapor com objetivo de suprir a demanda energética
requerida pela usina, além do excedente energético poder ser vendido para rede de
distribuicdo em leildées do governo.

O bagaco é uma biomassa lignoceluldsica constituida principalmente de
celulose, hemiceluloses e lignina, que correspondem a cerca de 90% da composicao
total do material lignoceluldésico. O mesmo tem atraido interesse do mercado devido
ao seu baixo custo e abundancia, além da possibilidade da sua utilizagcdo para
producao de etanol de segunda geracao (HOFSETZ e SILVA, 2012).

Biomassas lignocelulésicas possuem estruturas complexas, onde a
celulose e hemiceluloses estdo densamente empacotadas e envoltas por lignina,
que confere rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques mecanicos e
microbiolégicos, protegendo assim os tecidos vegetais. A presenca da lignina

dificulta a conversdo da celulose e hemiceluloses em acucares fermentesciveis.
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Portanto, na obtencédo de etanol de segunda geracao, pode ser desejavel remover
parte da lignina do material lignocelulésico (ASAKAWA et al., 2015).

A lignina pode ser parcialmente removida através de etapas de
deslignificacdo. Em geral, os pré-tratamentos diminuem a recalcitrancia do material,
aumentando a superficie da biomassa, o que facilita 0 acesso das enzimas aos
carboidratos. Desse modo, o processo de hidrélise enzimatica se torna muito mais
eficiente (HARRISON et al., 2013).

O pré-tratamento da biomassa estd entre as etapas mais caras na
producdo de etanol celulésico, o que tem motivado muitos pesquisadores a
buscarem alternativas para melhorar a eficiéncia deste processo (MOSIER et al.,
2003). Na literatura sao relatados diversos tipos de pré-tratamento, incluindo
bioldgico, fisicos, quimico ou fisico-quimico. Entretanto, muitos desses métodos
apresentam algumas desvantagens como, por exemplo, longo tempo de reacao,
elevada demanda energética e alto custo dos solventes usados para o
processamento (ASAKAWA et al., 2015).

Alguns liquidos ibnicos (LIs) sdo considerados solventes verdes, e tém
sido mencionados como alternativa de pré-tratamento. Segundo Swatloski et al.
(2002), o LI é capaz de desestruturar a celulose e remover parcialmente as
hemiceluloses e a lignina, permitindo, assim, uma maior acessibilidade a celulose.
Como consequéncia, h4 um aumento da taxa de sacarificacdo e do rendimento de

acucares.

Os Lls podem ser classificados em duas classes: proticos e apréticos.
Ambos sao reciclaveis e reutilizaveis, possuem baixos pontos de fusdo, em geral
ndao sao volateis, sdo termicamente estaveis e possibilitam uma vasta gama de
combinacdes entre anions e cations, resultando em compostos com habilidades
Unicas, e com uma alta seletividade para dissolver biomassas lignocelulésicas (UJU
et al., 2013). Esses solventes verdes tém sido utilizados na dissolucao de fibras
longas e curtas, na despolimerizacdo de hemiceluloses, e também na deslignificacéo
de eucalipto e bagaco de cana-de-acucar.

Os Lls proticos tém se mostrado importantes solventes para o

fracionamento de biomassas lignocelulésicas por serem mais faceis de sintetizar,
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menos tdxicos e apresentarem menor custo do que os liquidos ibnicos aproticos.
Além disso, possuem um hidrogénio ionizavel que apresenta vantagens frente a um
aumento da eficiéncia da hidrélise enzimatica do bagago para a produgdo de

acucares fermentesciveis (TRINH et al., 2015).
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1. OBJETIVOS

1.1.0OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de 12 liquidos ibnicos
préticos (LIPs), no pré-tratamento de bagaco de cana-de-acucar, visando maximizar
a recuperacao de acgulcares fermentesciveis durante a etapa de hidrélise enzimatica
e minimizar a perda de acucares durante a etapa de pré-tratamento.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar o 2HEAA e caracterizar todos os LIPs utilizados para a triagem;

2. Determinar as condicbes de pré-tratamento que fornecam as maiores
conversodes de hidrélise com o 2HEAA e avaliar a possibilidade de adicionar agua ao
LI para diminuir sua quantidade;

3. Avaliar a condicao escolhida no pré-tratamento com 2HEAA e utilizar a
combinacdo de Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 na hidrélise enzimatica para confimar
uma maior conversao de celulose e hemicelulose;

4. Realizar os ensaios de pré-tratamento com os LIPs escolhidos para a triagem
para verificar o desempenho na etapa de hidrélise enzimatica atraves do rendimento
global da hidrélise utilizando o bagaco de cana-de-acucar.
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma visdo geral de conceitos basicos e faz o uso
de uma abordagem tedrica necessaria para o desenvolvimento da pesquisa. Além
disso, é destacada a abordagem de tépicos especificos de utilizacdo do LIP na
dissolucao da celulose.

2.1BAGACO DE CANA-DE-AGCUCAR

O bagaco de cana-de-acucar é uma fracdo de biomassa resultante dos
procedimentos de limpeza, preparo e extracdo da sacarose para fins de producao de
etanol e de aguicar. E um subproduto fibroso heterogéneo, apresentando variacdes
em sua composicdo quimica e na sua estrutura morfolégica em funcdo dos
procedimentos de processamento industrial (SOARES, 2012).

Estima-se que na safra de 2015/2016 foram geradas em torno de 186
milhdes de toneladas em base Umida (50% de umidade) de bagaco (CONAB, 2016).
Essa biomassa pode ter diversos usos, tais como incorporacao ao solo, producao de
energia através da sua queima, producao de etanol de 22 geracao, dentre outras.

Apds a extracdo da sacarose e outros nutrientes, obtem-se o bagaco de
cana, biomassa rica em celulose e hemiceluloses, com baixo teor de cinzas quando
comparado a outros residuos agroindustriais, como palha de arroz, de cana e de
trigo. Segundo Georges (2011), a composi¢cdo do bagaco varia em torno de 38 a
50% de celulose, 25 a 27% de hemiceluloses, 20 a 30% de lignina e por fim, 5 a 8%
de extrativos. Segundo Peres (1999), esta composicao varia de acordo com a cana-

de-agucar, o solo, as técnicas de colheitas, 0 manuseio e armazenagem do mesmo.

Os acucares presentes na biomassa podem ser obtidos através de uma
etapa de hidrélise enzimatica, sendo especialmente advindos da celulose, e sao
posteriormente fermentados, pela acdo de microrganismos, para a obtencdo do
etanol de 2% geracao (CLARKE et al, 1988; PANDEY et al., 2000; REIN, 2007;
ARIEDI Jr. e MIRANDA, 2013). A fragdo de hemiceluloses também pode ser
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convertida em etanol, embora o0s processos e microrganismos selvagens que

fermentam pentoses ainda precisem de melhoras no seu desempenho.

Muitos estudos visam a produgao de etanol de 22 geragao e para a maior
parte do pais, nas areas tropicais e subtropicais, o bagagco € um dos principais
materiais lignoceluldsicos disponiveis para este fim (SANTOS et al., 2009).

Uma estrutura tipica de fibra lignocelul6sica € apresentada na Figura 2.1.

O bagaco apresenta na estrutura camadas distintas quimica e morfologicamente.

Figura 2.1 - Estrutura de uma fibra lignocelulésica.

Parede secundaria (S3) Lumen

Parede secundaria (S2)

Microfibrilas
arranjadas

helicoidalmente B 3
Parede secundaria (S1)

Lamela média composta
(lamela média + parede

Regido amorfa primaria)

(hemicelulose e
lignina)

Fonte: Adaptado de Thomas et al. (2011).

A parede primaria, inicialmente presente enquanto a célula esta
crescendo, torna-se espessa e consideravelmente lignificada, circundando a parede
secundaria. Ja a parede secundaria é constituida de uma sequéncia de trés lamelas
(S1, S2 e S3), onde a camada central, S2, determina as propriedades mecanicas da
fibora e usualmente é mais espessa que as outras lamelas por apresentar
microfibrilas, helicoidalmente formadas por longas cadeias de celulose e
organizadas no sentido da fibra (SILVA et al., 2009; SANTOS et al., 2012).

A partir da organizagdo das fibras lignocelulésicas é gerado o modelo
estrutural dos principais componentes do material. Essas fibras celulésicas séo
recobertas por hemiceluloses e por lignina, formando uma estrutura complexa que
confere resisténcia mecanica a planta (SOARES, 2012).
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2.1.1 Celulose

A celulose é o polimero natural de maior abundancia nas plantas de toda
a superficie terrestre, sendo encontrada em proporcdes que variam desde 20% até
90% nas espécies (SOUZA et al., 2002). A celulose € uma estrutura linear, cristalina
e com partes amorfas, que resulta de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de
glicose e apresenta fibras compactas e resistentes a degradacao, como mostrado na
Figura 2.2 (OLIVEIRA, 2012).

Figura 2.2 - Representagédo esquematica da celulose.
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A celulose é formada por dimeros de glicose chamados de celobiose ou
anidroglicose sindiotatica, que sao formados por unidades de D-glicose unidas por
ligagdes do tipo B-D (1—4) glicosidicas, como observado na Figura 2.3.

Figura 2.3 - Representacdo da cadeia da celulose (celobiose e glicose)

¢CH, OH SCH, OH

Celobiose

As ligacoes do tipo B-D (1—4) glicosidicas na estrutura da celulose sao
caracterizadas pelas distancias das ligagdes, os respectivos angulos formados, e

pelos grupos hidroxila que estabelecem interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio
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intra e intermoleculares (SOUZA et al., 2002; SILVA et al., 2009; SANTOS et al.,
2012).

As ligacbes de hidrogénio atribuem a celulose uma forte tendéncia de
formar regides cristalinas, o que a torna altamente resistente a hidrélise acida,
alcalina ou enzimatica. Essa formagdo € a principal influéncia para a celulose
apresentar baixa solubilidade, além de poder exibir reatividade e cristalinidade,
sendo que o grau de cristalinidade encontrado pode variar de acordo com seu
processamento. As celuloses originadas das arvores apresentam cerca de 40% de
cristalinidade (SILVA et al., 2009).

Além das ligacbes de hidrogénio, a presenca de hemiceluloses e lignina
também dificulta o acesso de reagentes e catalisadores a celulose, sendo
necessario um tratamento prévio para a remocao parcial destes componentes,

facilitando o acesso das enzimas a celulose (BUCKERIDGE et al., 2010).

2.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sado polimeros heterogéneos de massas molares
relativamente baixas, que estdo associados a celulose em paredes celulares, na
forma da estrutura da Figura 2.4. Elas representam cerca de 15 a 35% de biomassa

vegetal.

Figura 2.4 - Estrutura das hemiceluloses.
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O termo hemiceluloses esta ligado a uma classe de compostos
poliméricos presentes em vegetais fibrosos, sendo que cada composto apresenta
uma propriedade particular e sua proporcdo pode variar de acordo com a
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procedéncia da biomassa. As hemiceluloses sao compostas por diferentes agucares,
formando cadeias mais curtas e com ramificacées, cuja estrutura pode ser
condensada em propor¢oes variadas, como apresentado na Figura 2.5 (MORAIS et
al., 2005). Os agucares geralmente encontrados nas hemiceluloses dos vegetais sao
as pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glucoses, manoses e galactoses) e
acidos urénicos (4-O-metil-D-glucoronico, acido D-galacturénico, e &acido D-

glucurdnico).

Figura 2.5 - Representacédo dos acucares que compdem as hemiceluloses.
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As hemiceluloses interagem mais facilmente com a celulose, pois
apresentam ramificacées na sua estrutura que sao semelhantes a celulose e ndo a
lignina. Além disso, as hemiceluloses ndo sao cristalinas, logo sdo mais vulneraveis
a ataques quimicos e enzimaticos. Possuem uma estrutura bastante hidrofilica e
apresentam consideravel reatividade na sua cadeia com carater amorfo (AYALA,
2012; SANTOS et al., 2012).
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2.1.3 Lignina

A lignina é o segundo componente mais abundante na maioria das
biomassas, e representa cerca de 20 a 35% da massa total, podendo variar de uma
espécie para outra. A lignina é uma macromolécula amorfa, hidrofébica,
heterogénea, altamente ramificada e que atua como fortalecedor no interior das
fibras, criando uma adesdo entre a celulose e as hemiceluloses, gerando uma

barreira fisica no momento da hidrolise enzimatica (SILVA et al., 2009).

7

Essa macromolécula é constituida por um arranjo irregular de varios
grupos fenilpropano, dando origem a uma estrutura tridimensional muito complexa,
como apresentado na Figura 2.6 (MOHAN et al., 2006).

Figura 2.6 - Representagao da estrutura da lignina.
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Segundo Sanchez (2009), a sintese da lignina ocorre por radicais livres
que sao liberados pela desidrogenagdo de trés principais unidades aromaticas
bésicas que sdo p-hidroxifenila, guaiacila e seringila (Figura 2.7).
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Figura 2.7 - Estruturas percursoras da lignina.
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Segundo as pesquisas de Koullas et al. (1992), quanto maior a remocao
de lignina no pré-tratamento, maior serd a conversdao da biomassa em agucares.
Entretanto, a degradacéao da lignina envolve multiplas reacbes que devem ocorrer
simultaneamente (hidroxilacbes e desmetilagdes) para que a estrutura seja
quebrada. Além disso, ndo existe um método bem estabelecido para isolar a lignina
em sua forma original, o que dificulta a sua retirada por completo dos demais

materiais lignocelulésicos.

2.1.4 Exirativos

Os extrativos da planta tém como principal funcdo a protecdo contra
agentes patogénicos, reserva de energia e ainda oferecem a planta determinadas
caracteristicas, como cor, cheiro, propriedades abrasivas e resisténcia ao
apodrecimento natural (DALMEIDA, 1998).

A biomassa contém pequena quantidade de extrativos, variando de 2 a
8%, dependendo da idade da planta, altura, espécie e condicdes climaticas. Esses
extrativos podem ser constituidos por alguns minerais organicos, tais como potassio,
sodio, fésforo, calcio e magnésio; e extratos organicos, que incluem gorduras, ceras,
proteinas, alcaldides, fendlicos, acucares simples, pectinas, mucilagens, gomas,
resinas, terpenos, amidos, glicosideos saponinas e 6leos essenciais (MOHAN et al.,
2006).

Ha também fracbes ndo extraiveis que representam cerca de 2% do peso
seco das biomassas. E constituida por cinzas e residuos inorganicos que

permanecem depois de queimar o substrato a elevadas temperaturas (FENGEL e
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WEGENER, 1989). A baixa degradabilidade de muitos destes compostos pode
dificultar a conversao da biomassa.

2.2PRE-TRATAMENTO

Visando alcancar altos rendimentos de acucares fermentesciveis durante
a etapa de hidrélise enzimatica, o desenvolvimento de uma etapa de pré-tratamento

eficiente é necessario.

O pré-tratamento da biomassa pode solubilizar parcialmente a lignina que
atua como uma barreira natural, além de diminuir a cristalinidade da fracao
celulésica, tornando-a mais acessivel ao ataque enzimatico e proporcionando
maiores concentracdes de acucares apos a etapa de hidrolise enzimatica. Além
disso, dependendo do tipo de pré-tratamento, este pode promover a solubilizacao da
fracao hemicelulésica da biomassa (CHEN et al., 2009; TADESSE e LUQUE, 2011).
Existem apenas alguns pré-tratamentos capazes de modificar a estrutura da
celulose e manter a composicao da biomassa inalterada.

Numerosos pré-tratamentos tém sido desenvolvidos, e cada um desses

apresentam vantagens e desvantagens que sao apresentadoas na Tabela 2.1.



Tabela 2.1 - Principais métodos de pré-tratamento.

Método Vantagens Desvantagens
P - Degradacéo de lignina e hemiceluloses - Baixa diminuicao da cristalinidade
Bioldgico . .
- Baixo consumo de energia
- - Ha modificagao na estrutura da lignina e solubilizagao parcial ~ o
Exp‘::sz? de da celulose Geragao de compostos téxicos
P - Custo efetivo - Degradacéo parcial das hemiceluloses
AFEX - Aumenta da area superficial - Grandes quantidades de am®énia
(Explosao de . . I - Baixa eficiéncia com matérias primas de alto teor de
aménia) - Baixa formacgéao de inibidores lignina
- - Baixa geracao de compostos tdxicos - Requer alta pressao
Explosao de

CcO, - Custo efetivo
- Aumento da area superficial

- N&o afeta a lignina e as hemiceluloses

- Alto rendimento de glicose

Acido - Temperaturas ambientes

concentrado

- Formacéo de inibidores
- Corrosao no reator ao longo do tempo
- Custo elevado do 4cido e necessidade de recuperagao

- Baixa formacao de inibidores

Acido diluido - Baixos problemas de corrosdo em comparacéo ao acido
concentrado

- Geragao de produtos de degradagao

- Recuperacéo de lignina como um subproduto
Organossolve perag g P

- Alto custo
- Solventes necessitam de recuperacao

- Reducgao na concentracao de lignina

Ozonio  _ gjixa geragao de compostos toxicos

- Alta quantidade de ozénio

- Alto custo

- Eficiente remogéo de lignina

Oxidativo Baixa formag&o de inibidores

- Alto custo do catalisador

Fonte: Adaptado de Alvira et al. (2010)
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A efetividade do pré-tratamento esté diretamente relacionada com a baixa
degradacao da celulose, evitar a formacgéo dos inibidores de fermentagao, promover

um material altamente hidrolisavel, e diminuir o consumo de energia e reagentes.

Segundo Mosier et al. (2003), o pré-tratamento € uma das etapas de
maior custo no processo de conversao da biomassa lignocelulésica em etanol de 22
geragado. Para diminuicdo de custos, estudos vém sendo desenvolvidos para
melhorar a eficiéncia desse processo.

Estudos recentes apontam o processamento de biomassa lignocelulésica
com liquidos ibnicos (solventes verdes). Esses tém ganhado destaque devido a
facilidade do solvente em interagir com a biomassa e, consequentemente, alcancar

alta efetividade na dissolu¢cao da mesma.

2.2.1 Pré-tratamento com liquidos idnicos (LIs)

A utilizacao de liquidos i6nicos (LIs) no pré-tratamento é o mais recente
desenvolvimento para a dissolucdo da biomassa lignocelulésica na hidrolise
enzimatica. Lls sdo uma alternativa de grande potencial frente aos demais ja
estudados, pois apresentam uma alta eficiéncia na etapa de hidrolise posterior e o
solvente € considerado ambientalmente amigavel (BRANDT et al., 2013).

Os LIs demonstram diminuir a maior parte da cristalinidade da celulose
em condicoes de menor severidade e, além disso, a recuperacdo do solvente é
atraente ao mercado (TADESSE e LUQUE, 2011).

2.2.1.1 Liquidos i6nicos (LIs): Conceitos, propriedades e aplicacoes.

Os liquidos i6nicos, também conhecidos como sais fundidos, s&o
compostos formados por um cation organico € um anion inorganico ou organico e
apresentam uma temperatura de fusao inferior a 100°C (TADESSE e LUQUE, 2011).
Os LlIs sao conhecidos desde 1888, quando Gabriel e Weiner descobriram e
expuseram o nitrato de 2-hidroxietilaménio, mas foi em 1914 que Walden sintetizou
o primeiro LI a temperatura ambiente, o nitrato de etilaménio (DUPONT, 2004).
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Faraday foi um dos pioneiros na aplicacdo de Lls na area de
eletroquimica para baterias de litio. Porém, a partir de novas sinteses com um
produto liquido a temperatura ambiente, estavel no ar e em agua, os campos de
aplicacado dos Lls foram ampliados, tais como: processos de extracdo, reacbes de
sintese, catalise homogénea e heterogénea em processos eletroquimicos,
biocatélise, purificacdo por extracao liquido-liquido, remocédo de ions metalicos,
purificacdo de gases, degradacdo fotolitica de compostos organicos, e mais
recentemente na valorizacdo da biomassa lignocelulésica, entre outros (DUPONT,
2004; ALVAREZ et al., 2010a; TADESSE e LUQUE, 2011).

Os Lls apresentam uma vasta area de aplicagdo devido a diversidade de
caracteristicas que eles apresentam, tais como: baixas temperaturas de fusao,
inflamabilidade e volatilidade, boa condutividade elétrica, alta viscosidade, pressao
de vapor desprezivel, estabilidade térmica, quimica e fisica, anti-corrosividade, e
podem ser armazenados por longos periodos sem decomposicdo. Além disso,
alguns Lls sédo considerados “solventes verdes” por ndao emitirem compostos
organicos volateis (VOC's), serem passiveis de reciclagem e reutilizacédo e por se
apresentarem ambientalmente mais favoravel devido as reducbes em geracado de
subprodutos, perdas de solvente e uso energético (DUPONT, 2004; ALVAREZ et al.,
2010a; FRANZOI et al., 2011; SCREMIN, 2013).

Uma das grandes vantagens dos Lls é a grande flexibilidade em suas
propriedades e a possibilidade de serem sintetizados por diversas combinacdes de
cations e anions, permitindo a obtencdo de um solvente que possa se adequar a
uma necessidade especifica do processo (HUDDLESTON et al, 1998). Alguns
exemplos de anions e céations que podem ser utilizados para a sintese de novos Lls
sao apresentados na Tabela 2.2.



Tabela 2.2 — Exemplos de cations e anions utilizados na sintese de Lls.

Cation Estrutura Anion Estrutura
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Os LlIs podem ser divididos em dois grupos, apréticos (LIAPs) e préticos
(LIPs). Os LIAPs sao sintetizados por uma reacao de adi¢cao de um haleto de alquila,
diferentemente dos LIPs que séo sintetizados a partir de uma transferéncia do
préton a partir de um acido de Brdnsted para uma base de Brénsted (Equacéo 1),
induzindo a doacdo e recepcao de protons (FEI et al, 2004; GREVES;
DRUMMOND, 2008). Neste sentido, os LIPs apresentam, portanto, um hidrogénio

ionizavel (H*) em sua estrutura final.

B+A > HBT+ A (1)

Alvarez et al. (2010a), Ghandi (2014) e Greaves e Drummond (2015)
enfatizaram que os LIPs sdo de baixo custo e toxicidade, facilmente sintetizados e

sem a formacao de subprodutos, além de sollUveis em agua.

Na literatura podem-se destacar alguns estudos que envolvem a sintese
de LIPs. Hirao et al. (2000) mostraram uma série de sais de amdnio obtidos pela
neutralizagdo com &cido tetrafluorbérico. Bicak (2005) sintetizou um LI a partir da
neutralizacdo de monoetanolamina com acido féormico e Greaves et al. (2006)
propuseram diferente LIPs, a partir de aminas primarias com &acidos inorganicos e

organicos.

lglesias et al. (2008) e Alvarez et al. (2010a) sintetizaram LIPs
modificando a cadeia alifatica dos acidos organicos e utilizando hidroxiaminas
secundarias e terciarias. Verdia et al. (2014) sintetizaram LIPs a partir da mistura de
1-butiimidazol e acido sulfarico, destacando que esse tipo de LI possibilita
aplicac6es em diferentes areas por possuir prétons com alta mobilidade e facilmente

trocavéis.

George et al. (2015) realizaram um extenso estudo de sintese com a
utilizacdo do anion hidrogenossulfato e sua combinagcdo com sete cations: mono, di
e trietilamdnio, mono, di e trietanolaménio, e diisoproprilaménio. Os autores afirmam
que esses LIPs possuem uma elevada estabilidade térmica, reduzindo o risco de
degradacao dos mesmos, além de evitar residuos associados ao processo.
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Todos os autores citados enfatizam o baixo custo e a simplicidade de
sintese destes LIPs. Além disso, Verdia et al. (2014) e George et al. (2015)

estudaram a aplicacao dos LIPs para o fracionamento de biomassa lignocelulésica.

2.2.1.2 Aplicagdo do LI no processamento de biomassa lignoceluldsica

Os atuais métodos para dissolucdo de materiais lignocelulésicos séo
processos nos quais os solventes e produtos muitas vezes sao volateis, téxicos ou
de dificil recuperagao. Uma alternativa sao os Lls, considerados boas opcdes pelas
grandes vantagens ja mencionadas (MAKI-ARVELA et al., 2010).

A vantagem na utilizagdo do LI em relagdo a outros métodos de pré-
tratamento € a sua capacidade de desestruturar a celulose e solubilizar a lignina,
alcancando altas conversdes de acticares fermentesciveis (VERDIA et al., 2014)

Os cations possivelmente tém a facilidade de interagir com a superficie da
celulose por meio de forcas de dispersao e ligacdes de hidrogénio entre os atomos
de oxigénio nas ligacdes glicosidicas e grupos hidroxilas, reduzindo a cristalinidade
da celulose (BRANDT et al., 2013).

A forca e a direcionalidade de interagdes entre os Lls e a celulose ainda é
objeto de debate. A Figura 2.8 ilustra um mecanismo de interacdo do LIP lactato de

1-metilimidazodlio na estrutura da celulose.

Figura 2.8 - Mecanismo ilustrativo de interagdo do LIP com a celulose.

OH

Fonte: Adaptado de Meenatchi et al. (2016).
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O anion também apresenta interagdo com a biomassa e sua selecao deve
ser levada em consideracdo. Angell et al. (2007), D’Andola et al. (2008), Greaves e
Drummond (2008), Maki-Arvela, et al. (2010), Olivier-Bourbigou et al. (2010) e Brandt
et al. (2013) afirmam que o hidrogénio ionizavel gerado na sintese dos LIPs
utilizando anions acetato, formiato, propionato ou lactato, possilvemente interagem
mais facilmente com grupos hidroxila a partir da formacdo de fortes ligacoes de
hidrogénio. Em contrapartida, o hidrogénio também pode competir com o grupo

hidroxila do cation, se houver, diminuindo o ataque as hidroxilas.

Greaves et al. (2008); Greaves e Drummond (2008), Brandt et al. (2013) e
Meenatchi et al. (2016) estudaram &anions com cadeia organica pequena, com
ligacdes de hidrogénio e cation pequenos, e verificaram que o LIP pode interagir de
forma mais eficiente com grupos hidroxilas da celulose. Os anions podem interagir
com os grupos hidroxilas equatoriais, competindo com as interacbes entre as

lamelas da celulose, separando as cadeias e seus vizinhos laterais.

A interacdo da celulose com o LIP pode diminuir pela alta viscosidade
obtida da combinagédo do anion e do aumento da cadeia do cation. Tal combinacao
gera interacbes de Van der Walls e ligacdes de hidrogénio mais intensas
(CONSORTI et al., 2001, MEENATCHI et al., 2016). A viscosidade dos Lls pode ser
diminuida com o aumento da temperatura ou a adicdo de um co-solvente, no caso
dos LIPs, a 4gua (MAKI-ARVELA et al., 2010).

Na Figura 2.9 é apresentado um fluxograma do pré-tratamento seguido da
hidrélise enzimatica. O processo de dissolucdo do bagaco com LIPs é baseado em
duas etapas: pré-tratamento, onde ocorre a dissolucao total ou parcial da biomassa
no LIP sob aquecimento; lavagem, onde o bagaco tratado é lavado por adicao de um
co-solvente (4dgua) para eliminar tracos de LIP e inibidores das etapas
subsequentes. Em alguns casos as hemiceluloses podem ser solubilizadas pelo LIP

e, assim, 0s acucares precisariam ser recuperados no meio (Rocha, 2016).
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Figura 2.9 - Fluxograma de pré-tratamento do bagaco utilizando LIPs.

Licor
(LIP e fragdes

solubilizadas)
Bagaco
" Pré-tratamento Lavagem SR Hidrélise ~ Aclcares
(agua) pré-tratado enzimatica fermentesciveis
LIP

Durante a etapa de lavagem, ha a formagdo de um sistema bifasico no
qual a celulose apresenta uma diminuicdo de cristalinidade e recalcitrancia, o que
propicia o aumento da conversdo da celulose durante o processo de hidrélise
enzimatica, além disso, a lignina pode ser recuperada durante a precipitacao desse
licor extraido (BRANDT et al., 2013).

A recuperagao da lignina no licor € uma das vantagens do pré-tratamento
com LI. Essa fracdo de lignina é considerada pura e pode ser convertida em
produtos quimicos de maior valor agregado e o LI utilizado também pode ser
recuperado por meio de evaporagao da agua no licor (YAN et al., 2015).

A celulose é o componente da biomassa lignocelulésica mais amplamente
investigado para a dissolugdo com LI. Uma série de estudos sobre a dissolugao
seletiva com LIAs é encontrada na literatura, entretanto o baixo custo dos LIPs vem

estimulando um interesse em sua utilizacao para o pré-tratamento da biomassa.

Em um recente estudo de Verdia et al. (2014) foi utilizado o
hidrogenossulfato de 1-butilimidazélio [Csmim:H>.SO4] com razées molares acido-
base de 1,00:0,99, e diluidos (20% agua e 80% LI v/v) para pré-tratar a biomassa
Miscanthus giganteus. Ap6s um pré-tratamento a 120°C por 2, 4 e 24 h, seguido de
hidrélise enzimatica de 96 h, foram obtidos 65, 80 e 84% de conversao de glicose,
respectivamente. Observou-se que a adicdo de agua e tempos de pré-tratamento

mais longos resultaram em conversdes de glicose mais elevadas.

D’Andola et al. (2008) combinaram o cation DBU (1,8-
diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno) com os anions acetato hidrogenossulfato, lactato,
entre outros. Todos eles se apresentaram eficientes na solubilizagdo da lignina e



36

parcialmente da celulose com variacdes de 24 a 48h e temperaturas de 100 a
150°C.

Eta et al. (2014) também estudaram o DBU, mas combinado com a
dietanolamina e CO, para o fracionamento de chips de bétula por 30 h a 120°C.
Apés o pré-tratamento em um reator em modo batelada, a porcentagem de teor
massico de celulose no material pré-tratado aumentou 20% quando comparado a

biomassa in natura.

Meenatchi et al. (2016) alcancaram uma dissolucado da celulose em 5%
(m/m) com o LIP lactato de 1-etil imidazolio em 20 minutos de reagdo a 80°C.
Concluiram que a cristalinidade da celulose foi reduzida e, além disso, toda a
celulose regenerada possuia nanoestrutura e temperatura de decomposicao térmica

mais baixa do que a celulose inicial.

George et al. (2015) realizaram um pré-tratamento com switchgrass por 3
h a 120°C com 20% de agua, seguido de uma hidrélise enzimatica de 48 h com 20
mg de proteina (Cellic CTec2) por grama de glicana. O LIP hidrogenossulfato de
trietilamdnio apresentou a maior conversao de celulose em glicose, 45%, seguido
por 40% quando utilizado o hidrogenossulfato de dietilaménio. Para os mesmos LIPs
nao foram observadas reducdes no teor de lignina, o que explica os baixos
rendimentos de hidrélise. Os autores afirmam que os Lls sintetizados a partir de
acido sulfurico mostraram uma caracteristica importante de baixa deslignificacdo da

biomassa.

Além da dissolucao da celulose, estudos utilizando os Lls também sao
realizados com foco na solubilizagdo da lignina. Rashid et al. (2016) obtiveram
solubilizacbes de 70%, 64% e 55% (m/m) de lignina para os Lls formiato de piridinio,
acetato de piridinio e propionato de piridinio, respectivamente, em baixa
temperatura, 75°C. O aumento do comprimento da cadeia do &anion resultou na

diminuigédo da solubilidade da lignina.

Brandt et al. (2011) e George et al. (2015) afirmaram que quantidades de
agua apreciaveis adicionadas ao processo, podem contribuir de forma eficaz ao pré-

tratamento com Lls, eliminando a necessidade de condigbes anidras e diminuindo
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quantidades excessivas de LI no processo. Além de evitar uma etapa anterior ao
pré-tratamento, a secagem da biomassa.

Brandt et al. (2015) admitiram que a utilizacdo da agua no processo junto
ao LI deixa o proton com maior mobilidade e este pode estar mais disponivel.
Provavelmente o mecanismo de despolimerizacdo da lignina nesse processo seja

parecido com o do pré-tratamento acido.

Tan et al. (2009) afirmaram que o tempo de pré-tratamento pode ser
diminuido com o uso de temperaturas mais elevadas, entretanto deve-se tomar os
devidos cuidados para minimizar as reagdes secundarias e manter a estabilidade da
molécula do LI utilizado sem degradacéo.

2.3HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica é um processo que permite a conversdao de
celulose e hemiceluloses remanescentes na biomassa em aglicares monomericos e
oligossacarideos de baixa massa molar (ALVIRA et al., 2010). A producao destes
acucares ird depender do complexo enzimatico escolhido, sendo possivel alcancar
altos rendimentos de acucares monoméricos. A remocdo da lignina, embora nao

seja imprescindivel, melhora o desempenho do processo de hidrélise.

Zheng et al. (2009) e Alvira et al. (2010) afirmam que a hidrélise
enzimatica é considerada a chave para a producédo de etanol 2G ser considerada
economicamente viavel, pois uma menor quantidade de subprodutos é gerada,
resultando em um alto rendimento de acucares fermentesciveis. Contudo, para se
atingir uma alta conversao da celulose, podem ser necessarias altas concentragdes
da enzima, e seria desejavel que as mesmas fossem recuperadas e recicladas,
podendo assim ser utilizadas em altas concentracdes, a baixo custo (MOSIER, et al.,
2005; SILVA, 2013).

As enzimas sao consideradas os agentes mais importantes no processo
de hidrélise enzimatica. As enzimas celulases, que sao altamente especificas, sdo
utilizadas na conversao de biomassa lignocelulésica em glicose. As celulases séao
um complexo enzimatico cujos trés maiores grupos envolvidos no processo sao:

endoglucanases; exoglucanases e -glucosidase (SUN e CHENG, 2002).
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Esse complexo trabalha em sinergia, onde as enzimas endoglucanases
agem de forma aleatéria, clivando a ligacéo beta 1-4 entre dois residuos de glicose,
dentro da cadeia de celulose. As exoglucanases removem as unidades de celobiose
a partir das extremidades da cadeia da celulose e as B-glucosidases quebram a
celobiose em duas unidades de glicose (Figura 2.10) (QUINTERO et al., 2011).

Figura 2.10 - Ac&o das enzimas na celulose.

B-glucosidase Q

Glicose(%‘)n

Celobiose

Fonte: Adaptada de Martins, (2005).

O rendimento da hidrélise enzimatica depende da adsorgédo da enzima e
de sua eficiéncia quando adsorvida, ja que o processo de hidrélise da celulose é
baseado em trés etapas: adsor¢do das enzimas celulases na superficie da celulose,
biodegradacdo da celulose a glicose e, por fim, a dessorcao da celulase (SUN e
CHENG, 2002).

Para que se alcancem altos rendimentos na hidrolise enzimatica, ha
diversos fatores que devem ser levados em consideracdo. A temperatura e o pH séao
as principais condigdes que interferem na eficiéncia de atuacédo das enzimas, sendo
a faixa de temperatura ideal entre 50 e 60°C e pH entre 5 e 6 (KURABI et al., 2005;
LINDE et al., 2006; SANTOS et al., 2009; QUINTERO et al, 2011; MESA et al.,
2016)
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A relacdo enzima-substrato também deve ser levada em consideragao,
visto que o0 aumento na concentragdo de enzima aumenta a velocidade da hidrélise.
Porém, o excesso da mesma compromete a viabilidade do processo, devido ao alto
custo. Uma faixa que varia entre 5 FPU/g até 100 FPU/g de substrato é apresentada
por diversos autores (KURABI et al., 2006; SANTOS et al., 2009; MONSCHEIN e
NIDETZKY, 2016; MESA et al., 2016). Atividades na faixa de 10-15 FPU/g de
substrato provavelmente sdo o valor limite para que o0 processo seja
economicamente viavel (MARTIN, et al., 2012).
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias utilizadas no trabalho e
as especificacdes dos procedimentos realizados estao descritas nos Apéndice A, B,
C e D. Os experimentos foram realizados em duplicata, e foram divididos em duas
etapas, sendo a primeira a sintese e caracterizagdo dos LIPs; e a segunda a
preparacdo das amostras de bagaco, analises de composicdo quimica, pré-

tratamento e hidrolise enzimatica.

3.1 SINTESE E ANALISE DOS LIPs

O estudo avaliou 12 LIPs com a combinagao de anions hidrogenossulfato
[HSO,] e acetato [CH3COQ], e cations de 2-hidroximonoetanolamina, trietilamina, n-
butilamina, dietilamina, N-etil-2-hidroxietilamina e N-metil-2-hidroxietilamina. Na
Tabela 3.1 sdo apresentadas as siglas utilizadas ao longo do trabalho para
descrever os Lls.



Tabela 3.1 - LIPs utilizados ao longo do estudo.
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SIGLA NOME ESTRUTURA SIGLA NOME ESTRUTURA
Acetato de 2- H\/\ Hidrogenossulfato de 2- |, \ /
2HEAA hidroximonoetanolaménio )J\ 2HEAHS hidroximonoetanolaménio \/\+ /\s/\ )
] NHa Ho o
Acetato de N-metil-2- i Hidrogenossulfato de N- H: O\ /0
M-2HEARhidroxietilamenio /\/ _ M-2HEAHS i hidroxietilamonio N\ N Y.
) HO (O]
(0]
i Acetato de N-etil- 2- HO i Hidrogenossulfato de N- \ /
E-2HEAA hidroxietilaménio \/\ﬂ/\ )1\0- E-2HEAHS i o hidroxietilaménio \/\ /\ /\ /\ )
2
O
A Hidrogenossulfato de 2-
DEAA  Acetato de 2-dietilamonio /\ﬁ/\ )k ) DEAHS dietilaménio A&/\ \\//
Ha o H, / \ -
O
o /\&H/\ )k ) Hidrogenossulfato de 2- /\N}/\ \\//
TEAA Acetato de 3-trietilamobnio k ) TEAHS trietilaménio k / ~g
i Hidrogenossulfato de N- O\ /0
BEAA  Acetato de N-butilamonio N\ . )ko_ BEAHS onossua AN, Y
HO
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Os LIPs M-2HEAA, E-2HEAA, DEAA, TEAA, BEAA, 2HEAHS, M-
2HEAHS, E-2HEAHS DEAHS, TEAHS E BEAHS foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa da Prof? Dr? Silvana Mattedi e Silva, da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), no Laboratério de Processos de Separagédo e Termodinamica Aplicada. O
2HEAA foi sintetizado pela mestranda no Laboratério de Engenharia de Processos
Fermentativos e Enzimaticos (LEPFE), na Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ)
na Unicamp. As sinteses foram baseadas nos trabalhos de Alvarez et al. (2010b;
2012; 2013), Iglesias et al. (2010), Ostenen et al. (2015) e George et al. (2015).

As sinteses foram realizadas pelo método de neutralizacdo acido-base,
utilizando uma razédo equimolar. Para a sintese do 2HEAA, a amina foi adicionada
em um reator de vidro encamisado de 500 mL, com uma tampa de trés bocas, sendo
acoplada a um condensador de refluxo, um funil de decantagdo com gotejador para
0 &cido e um agitador mecénico com agitacao de 95 rpm. O reator era resfriado
mediante a circulacdo de agua na camisa para manter a temperatura em 10°C, pois
a reacao € exotérmica. O acido foi adicionado, gota a gota no reator, pelo funil de
decantagdo para ndo haver excesso de aquecimento no momento da reacao. Na
Figura 3.1 é ilustrado o sistema utilizado.

Figura 3.1 - Sistema de sintese do LI.
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Na sintese dos LIPs utilizando o acido sulfurico, houve a necessidade de
se diluir o mesmo em agua (1 mL de H.SO4 para 3 mL de H20), j4 que a reagao de
sintese € muito exotérmica. No produto final era encontrada alta concentragdo de
agua (aproximadamente 70%), sendo necessario evaporar o LIP em rotaevaporador
(Marconi — MA120) a aproximadamente 50°C até alcangar uma concentragdo de
agua menor que 15%.

Com base na metodologia de Iglesias et al. (2010), Mattedi et al. (2011) e
Pinto (2015), depois da sintese, uma andlise dos LIPs foi realizada, utilizando
técnicas de ressonancia magnética nuclear para carbono-13 (RMN'3C) e hidrogénio-
1 (RMN'H). As andlises foram realizadas no Laboratério de Sintese de Produtos
Naturais e Farmacos (LSPNF) do Instituto de Quimica (IQ) da Unicamp. Além disso,
uma analise termogravimétrica (TG) para determinacédo da degradagao térmica dos
LIPs foi realizada no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC) da
Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) da Unicamp. A densidade e o pH foram
determinados no Laboratério de Equilibrio de Fases (LEF) da FEQ/Unicamp. Por fim,
a viscosidade foi analisada no Laboratério de Oleos e Gorduras (LOG) da Faculdade
de Engenharia de Alimentos (FEA), também da Unicamp.

A descricdo sobre os equipamentos e condicdes destas analises é
apresentada no Apéndice A.

3.2 PREPARACAO DA MATERIA-PRIMA DO PRE-TRATAMENTO

O bagaco de cana-de-acucar utilizado nos experimentos foi fornecido pela
Usina Sao Joao (Grupo USJ), localizada na cidade de Araras, Sao Paulo. O material
foi proveniente da safra 2012/2013 e obtido por colheita mecanica. O material foi
seco em temperatura ambiente e armazenado em sacos plasticos, em ambiente

ausente de umidade, para posterior caracterizacao e pré-tratamento (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Bagago de cana-de-agucar in natura.

3.3CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO

A caracterizacdo do bagaco in natura e depois de cada etapa de pré-
tratamento foi realizada para quantificacdo dos teores de cinzas, extrativos, celulose,
hemiceluloses e lignina. As metodologias utilizadas foram descritas no Apéndice B.

As etapas de pré-tratamento, hidrélize enzimatica e caracterizagdo do
bagaco foram realizados no LEPFE e no Laboratério Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE), localizado em Campinas/Séao Paulo.

3.4 PRE-TRATAMENTO DO BAGACO

3.4.1 Rampa de aquecimento do reator

Para se obter o conhecimento do tempo exato no qual o reator de inox
(500 mL) atingiu a temperatura desejada, realizou-se em uma etapa anterior ao pré-
tratamento para cada temperatura de reacdo estabelecida, baseada no

monitoramento da temperatura no interior do reator em fungéo do tempo.

A literatura reporta que a partir da temperatura de 100°C, a reacao de
remocao dos componentes da biomassa lignoceluldsica se inicia (RABELO, 2010).
Portanto, para evitar que o tempo de reagcdo fosse considerado erroneamente,
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realizou-se, para cada temperatura um calculo para obter o tempo Util de reacao. Na
Figura 3.3 dado um exemplo para a temperatura de 150°C, onde t; e t> sdo os
tempos em segundos e T e T, as temperaturas em °C.

Figura 3.3 - Exemplo do célculo para o tempo 0til da reacéo de pré-tratamento.
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A partir da area obtida da Figura 3.3 foi utilizada a seguinte Equacéo (2):

Onde:

Tempoy = Temporeagﬁo + Temporampa -

FatorH = (t, —t;) —

Area

(T, = Ty)

Fator H

(2)

- Tempogi: € o tempo total da reacao ao final considerando o tempo de aquecimento

do reator;

- Temporeagzo: T€MpO estabelecido para o pré-tratamento;

- Temporampa: TemMpo de aquecimendo da rampa a partir de 100°C até a temperatura

desejada.
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3.4.2 Pré-tratamento com LIPs

Inicialmente foi avaliado sé o LIP 2HEAA com o intuito de melhorar seu
desempenho no pré-tratamento e posterior hidrélise enzimatica, pois, 0 mesmo ja foi

estudado por Rocha (2016) no grupo de pesquisa.

Foi avaliada inicialmente a maxima temperatura de degradacdo do
2HEAA. Rocha (2016) realizou o pré-tratamento a 150°C e, com o intuito de avaliar
se 0 aumento da temperatura continuava afetando o rendimento global da hidrélise
foi realizado ensaios a 150 e 175°C por 2 h.

A partir da determinacao da temperatura maxima de pré-tratamento foram
realizados ensaios segundo um planejamento fatorial 32 com triplicata no ponto
central para avaliar uma faixa de temperaturas e tempos e, assim, avaliar o processo
de pré-tratamento do bagaco com o LIP 2HEAA (Tabela 3.2). Os fatores escolhidos
para o planejamento foram baseados nos resultados de Rocha (2016) e o intervalo
de temperatura foi escolhido com o intuito de ndo causar degradagéo do LIP. A
carga de sélidos e porcentagem de agua no pré-tratamento foram mantidas fixas em
10% e 15% (m/m), respectivamente.

Tabela 3.2 - Planejamento Fatorial.

Niveis
Fatores g 0 7
Tempo (min) 40 100 160
Temperatura (°C) 120 135 150

Apoés o planejamento experimental, um estudo cinético foi realizado com a
melhor temperatura obtida no planejamento experimental. Este estudo cinético teve
o intuito de avaliar melhor a influéncia do tempo de pré-tratamento na conversao em
glicose ap6s a etapa de hidrélise enzimatica. Os tempos de pré-tratamento
considerados foram de 2, 4, 6 e 8 h. Esses ensaios foram realizados para se
determinar o menor tempo de pré-tratamento necessario para maximizar a

recuperacao de acucares durante a etapa de hidrélise enzimatica para o 2HEAA.

A triagem dos demais LIPs foi realizada em pequena escala e os

resultados avaliados de acordo com a concentragdo de glicose obtida na etapa de
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hidrélise enzimatica. As condicdbes de temperatura dos pré-tratamentos sao
baseadas nas analises de TG, mantendo-se a temperatura o mais alto possivel sem
que haja degradacao do LIP e do bagaco.

A partir de testes iniciais os tempos de pré-tratamento para a triagem
foram determinados, os LIPs sintetizados com acido &cetido foram realizados em 1,
2 e 3 h de pré-tratamento e para os sintetizados com acido sulflrico os tempos
foram de 15, 30 e 45 minutos. O acido sulfurico é considerado um &acido forte e
resulta em um LIP muito agressivo no pré-tratamento, portanto sdo utilizados tempos

menores quando comparados com os demais pré-tratamentos.

Os ensaios de pré-tratamento foram realizados em reatores de ago inox,
com capacidade de 500 mL e sem agitacdo, imersos em banho termostatico
(Marconi, MA 159/BB) utilizando glicerina como fluido térmico.

As quantidades utilizadas nos pré-tratamentos foram de 10% de bagaco
(m/m) em base seca (teor de umidade no Apéndice B) e LIP:H>O (5:1 m/m). Antes
de o reator ser alimentado e submerso no banho termostatico, o bagaco foi
previamente homogeneizado com o LI e a 4gua. Embora o trabalho de Rocha (2016)
tenha proposto o uso de LIP isento de agua, a adicdo de agua esta sendo avaliada
neste trabalho porque diminui a viscosidade, facilitando assim a agitacdo. Além
disso, foi observado na literatura por Brandt et al. (2011), Verdia et al. (2014) e
George et al. (2015) que a presenca da agua no LI, até uma certa concentracao, nao
prejudica o processo de pré-tratamento, melhora os resultados e diminui a

viscosidade e a quantidade de LI utilizado na etapa

Decorrido o tempo de reacédo proposto, os reatores foram retirados do
banho de glicerina e submergidos em um banho de gelo para interromper a reacao.
Apoés o resfriamento, os reatores foram abertos e foi adicionada agua destilada no
bagaco pré-tratado até sua submersao para a dissolucao do LIP. Posteriormente, a
biomassa foi prensada manualmente para retirada do licor de pré-tratamento (Figura
3.4). O licor foi armazenado em frasco com tampa e refrigerado para posterior
analise de insoluveis (Apéndice B). J4& a fracdo sdlida foi lavada com agua, para

remocao dos componentes sollveis (Figura 3.5).
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Figura 3.4 - Licor resultante do pré-tratamento com 2HEAA.

Figura 3.5 - Bagaco lavado ap6s o pré-tratamento com 2HEAA.

Depois de lavado, o bagaco pré-tratado foi dividido em duas partes. Uma
delas foi seca a 105°C para andlise de composicao quimica (Apéndice B) e a outra
parte foi seca a temperatura ambiente para ser utilizada posteriormente na hidrolise

enzimatica.

Os calculos de rendimento do pré-tratamento estdo apresentados no
Apéndice D.
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3.4.3 Hidrolise Enzimatica

Todas as amostras obtidas dos pré-tratamentos foram submetidas a
hidrélise enzimatica, a fim de avaliar a influéncia dos LIPs na susceptibilidade do

bagaco ao ataque enzimatico.

A hidrélise enzimatica foi realizada em um tampao citrato de 0,05 mol/L
pH 4,8 (Apéndice C). Inicialmente, para realizacdo da hidrélise foram utilizados
erlenmeyers de 250 mL, nos quais foi adicionado o liquido reacional na proporcao de
10% de sdlidos (m/v), com a devida compensacado no volume da solugcao tampao

com relagcé@o ao percentual de agua presente no bagacgo pré-tratado.

A hidrélise foi realizada por 72 h para o 2HEAA, baseado em Rocha
(2016), e no caso dos LIPs utilizados para triagem no tempo de 48 h e todos os
dados utilizados para os calculos ao longo do trabalho foram baseados em 48 h de
hidrélise enzimatica. As amostras foram mantidas em uma incubadora refrigerada
com agitacao orbital (Marconi, MA 832) a 50°C e 150 rpm com uma carga
enzimatica de 15 FPU/g de bagaco (Cellic Ctec2, Novozymes). Amostras foram
coletadas para posterior analise nos tempos de 12, 24, 48 e 72 h para 0 2HEAA e 12
e 48 h para os demais LIPs.

As amostras coletadas foram aquecidas em um banho termostatico
(Marconi — MA184) a 100°C por 15 minutos para inativagdo das enzimas. Apés este
tempo, as amostras foram resfriadas para posterior analise de composicao.

A biomassa pré-tratada com 2HEAA nas condigdes que levaram a maior
conversao de celulose em glicose na hidrélise enzimatica também foi submetida a
uma hidrélise enzimatica nas condicdes ja citadas acima, mas com a adicao de 1,5
mg/g bagago do coquetel enzimético Cellic Htec2 (Novozymes), para aumentar a

conversao das hemiceluloses nessa etapa.

A quantificacdo dos acUcares obtidos na hidrélise foi determinada por
cromatografica liquida (HPLC). A metodologia analitica para quantificacao foi
descrita no Apéndice B e a determinacao da atividade enzimatica da enzima Cellic
Ctec 2 (163,81 FPU/mL) e da proteina total da Cellic Htec2 (135,80 mg/mL) foram

descritas no Apéndice C.
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Os resultados da aplicagdao do LIP 2HEAA foram demonstrados em
conversao de celulose em glicose e para a triagem dos demais LIPs foram utilizados
célculos baseados no rendimento global da hidrélise. Nao foi realizado o célculo de
conversdo dos LIPs da triagem pelos ensaios serem feitos em pequena escala e
iss0, nao gera amostra suficiente para a etapa de caracterizacao do bagaco apds o
pré-tratamento. No Apéndice D sao descritas as equacdes para os calculos de

conversao e rendimento.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados de sintese
dos LIPs, composi¢ao quimica do bagago in natura e resultados obtidos ap6s os pré-
tratamentos. Além disso, sera discutido o efeito dos LIPs na hidrélise enzimatica.

4.1. SINTESE E ANALISE DOS LIPs.

Apés a sintese dos LIPs foi observada uma coloragdo amarelo/alaranjado
para os LIPs 2HEAA e E-2HEAA, e transparentes para M-2HEAA, TEAA e BEAA. O
LIP DEAA apresentou uma coloragao mais escura, em razdo da dietilamina. Na
Figura 4.1 sdo apresentados os LIPs sintetizados com acido acético.

Figura 4.1 — LIPs a partir de &cido acético.

Ja nos LIPs a partir de acido sulfurico s6 foi observada a coloragéo
amarelo/alaranjada no 2HEAHS e DEAHS. Os demais se apresentaram incolores
(Figura 4.2).



Figura 4.2 - LIPs a partir de acido sulfurico.

Na Tabela 4.1 sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas dos
LIPs sintetizados. O peso molecular foi calculado mediante massa molar, sendo a
densidade e pH determinados na temperatura de 25°C.

Tabela 4.1 - Propriedades fisico-quimicas dos LIPs.

LIPs a partir do acido acético

Peso Molecular Densidade V'SCOS'E ade
(g/mol) (g/cm?) a 40°G PH
(mPa.s)
2HEAA 121,13 1,1523+0,0001 462,78+0,35 8,80
M-2HEAA 135,02 1,0959+0,0002 292,29+039 8,06
E-2HEAA 149,03 1,0660+0,0001 306,20+0,59 8,31
DEAA* 133,11 1,0214+0,0002 16,61+0,35 8,54
TEAA 161,13 1,0311+£0,0001 42,12+0,82 6,72
BEAA 133,04 0,9536+0,0001 261,48+0,02 7,90
LIPs a partir do acido sulfarico
Peso Molecular Densidade V'SCOS'S ade
(g/mol) (g/cm?®) a 40°C PH
(mPa.s)
2HEAHS 199,09 1,1428+0,0001 235,45+0,63 <2,0
M-2HEAHS 173,08 1,1678+0,0002 923,40+0,21 <2,0
E-2HEAHS 187,09 1,1449+0,0001 158,14+0,85 <2,0
DEAHS* 171,06 1,1100+£0,0001 34,88+1,10 <2,0
TEAHS 199,09 1,1923+0,0001 124,86+0,51 <2,0
BEAHS 171,01 1,1610+0,0001 364,48+0,55 <2,0

*Realizado a 50°C.
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Os Lls sintetizados com acido acetico apresentaram valores de pH
variando dentro da faixa de 8,0 a 9,4, ou seja, uma solucao final alcalina. Ja para os
sintetizados com &cido sulfurico, o pH é menor que 2,0, pois esses LIPs possuem
em sua estrutura final dois prétons disponiveis, 0 que resulta em caracteristicas
acidas. A partir da forca do acido e da base que atuam na reagdo de neutralizagao
no momento da sintese, € possivel saber o pH da solugao final e confirmar o tipo de

solvente formado.

A andlise do arranjo da estrutura e formagdo do sal de amoénio foi
posteriormente confirmada a partir da analise dos espectros de RMN *°C e 'H
(Figura 4.3, Figura 4.4, Figura 4.5 e Figura 4.6).

Os sinais fazem referéncia a disposicdo dos atomos de hidrogénio e
carbono na estrutura de cada LI.



Figura 4.3 - RMN '3C de Lls com &cido acético (1) 2HEAA, (2) M-2HEAA, (3) E-2HEAA, (4) DEAA, (5) BEAA e (6) TEAA.
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Figura 4.4 - RMN 'H de LIs com &cido acético (1) 2HEAA, (2) M-2HEAA, (3) E-2HEAA, (4) DEAA, (5) BEAA e (6) TEAA.
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Figura 4.5 - RMN '3C de Lls com &cido sulfarico (1) 2HEAHS, (2) M-2HEAHS, (3) E-2HEAHS, (4) DEAHS, (5) BEAHS e (6)
TEAHS.
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Figura 4.6 - RMN 'H de Lls com &cido sulfarico (1) 2HEAHS, (2) M-2HEAHS, (3) E-2HEAHS, (4) DEAHS, (5) BEAHS e (6) TEAHS.
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Os espectros obtidos comprovaram a eficiéncia das reacdes de
neutralizagdo é&cido-base. As estruturas identificadas foram condizentes com os
produtos esperados das reagdes de neutralizacdo oriundas das misturas entre o
[CH3COOQ] ou [HSO4] com as bases de amina.

O sinal encontrado a 4,8 ppm, identificado nos espectros de hidrogénio,
representa a estrutura de agua. Essa agua corresponde ao solvente utilizado (agua
deuterada) para a andlise, ndo sendo identificado nenhum outro pico correspondente
a agua, o que confirma os baixos teores da mesma (< 1%) nos LIPs a partir do
[CH3COQ]. Entretanto, no momento da sintese do LIPs com [HSO4] é adicionado
acido sulfurico diluido, sendo que parte dessa agua se encontra no produto final. Por
se utilizar 15% de agua na etapa de pré-tratamento, o LIP foi inserido em um
rotaevaporador para chegar a concentracdo de agua de aproximadamente 15%, o
que corresponde um aumento do sinal no RMN.

Uma vez comprovado que o LIP obtido realmente refere-se ao produto
esperado da reacao de sintese proposta, foram realizados os ensaios térmicos para
determinacao da temperatura de degradacao e, assim, estabelecer as condicoes
limitantes do pré-tratamento mediante a identificacdo dos eventos endotérmicos

atribuidos ao material.

As analises foram baseadas nas interpretacbes das curvas de TG
(termogravimétrica) e DTG (derivada termogravimétrica), a partir dos estudos de Luo
et al. (2008), Ferreira et al. (2012), Oliveira, (2013), Wang et al. (2014), Lv et al.
(2015), e Financie et al. (2016). Essa analise determina a temperatura onset (T nset)s
encontrada pelo inicio da perda de massa, e que corresponde ao valor teérico da
temperatura de extrapolacdo do evento. A Figura 4.7 representa uma curva padrao
de TG. O comportamento desta curva foi usado como referéncia para a
interpretacdo dos resultados obtidos a partir das andlises termogravimétricas
realizadas nos LIPs.
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Figura 4.7 - Curva padrao de TG.
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Onde:

Ti, corresponde a temperatura inicial do evento;
Tonset, iNicio extrapolado da degradagéo;

Tendset, final extrapolado da degradacéo;

Ts, corresponde a temperatura final do evento;

An, variacao de massa entre os pontos 1 e 2.

Nas curvas de TG obtidas foi realizada uma correlacao junto com sua
derivada (DTG), conforme é possivel verificar nas Figura 4.8 e Figura 4.9. Foram
identificadas as mudancas de temperatura de decomposicédo envolvidas nas reacdes
quimicas durante o ensaio, permitindo a sua avaliacdo. Além disso, a perda de

massa relacionada com o evento foi expressa em termos percentuais.



60

Figura 4.8 — TG dos PLIs com &cido acético. (1) 2HEAA, (2) M-2HEAA, (3) E-2HEAA, (4) DEAA, (5) BEAA, (6) TEAA.
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Figura 4.9 - TG dos LIPs com &cido sulfurico. (1) 2HEAHS, (2) M-2HEAHS, (3) E-2HEAHS, (4) DEAHS, (5) BEAHS, (6) TEAHS.
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E possivel observar que até 105°C ha variagdes da curva com relagdo ao
eixo e estas sao relacionadas a desidratagao do material. Para os LIPs com [HSO4]
essa temperatura vai préxima a 150°C. A partir dessas temperaturas ja € possivel
observar pela correlagcdo com a DTG um evento endotérmico com um pico, que €

atribuido a perda de massa da amostra. Essa area € limitada pelas Tonset € Tendset-

A partir das Tonset Obtidas, considerou-se uma temperatura de pré-
tratamento de 10°C abaixo da temperatura obtida para os LIPs M-2HEAA, E-2HEAA,
DEAA, BEAA e TEAA.

O 2HEAHS, M-2HEAHS, E-2HEAHS, DEAHS, TEAHS e BEAHS
apresentam uma Tonset de aproximante 300°C, esta ndo se adapta as limitagcdes
operacionais do equipamento. Neste caso, foi escolhida uma temperatura de pré-
tratamento baseado em George et al. (2015).

Alguns pré-tratamentos testes foram realizados a temperaturas maiores
com esses LIPs, mas a biomassa era totalmente carbonizada, isso possivelmente se
dava pela estrutura final desses LIPs possuirem dois prétons disponiveis, cujo LIP
deixa o pré-tratamento agressivo ao bagaco.

A andlise do TG para o 2HEAA gerou uma temperatura de degradacao de
185°C e Rocha (2016) utilizou o mesmo LIP para pré-tratar bagaco de cana por 3,5
h a uma temperatura de 150°C, onde alcancou um rendimento global de glicose de
68,5% = 1,5. Com o intuito de avaliar qual a melhor temperatura para o presente
trabalho, foram realizados pré-tratamentos para as temperaturas de 150°C e 175°C
(considerando 10°C de margem de segurancga) por 2 h, que alcancaram rendimentos
globais de glicose de 80,5% = 2,2 e 65,6% * 1,25, respectivamente.

Os rendimentos globais de glicose ndo apresentam um aumento de
rendimento que justifigue um aumento da temperatura. Além disso, deve ser levado
em consideracdo que um aumento de temperatura pode incidir em uma maior
degradacao do 2HEAA e de carboidratos oriundos da biomassa para o licor de pré-
tratamento, que é rico em LIP. Essa perda de carboidratos para o licor € uma
limitacdo do processo, pois ndo ha informacées de como reaproveita-las até o

momento.
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Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as temperaturas maximas consideradas

para o pré-tratamento.

Tabela 4.2 - Temperaturas consideradas no pré-tratamento.

LIP Tonset (°C) Tpré-tratamento (°C)
SHEAA 185 150
M-2HEAA 170 160
E-2HEAA 155 145
DEAA 130 120
TEAA 140 130
BEAA 135 125
OHEAHS 300 120
M-2HEAHS 310 120
E-2HEAHS 300 120
DEAHS 302 120
TEAHS 287 120
BEAHS 300 120

4.2. PRE-TRATAMENTO E HIDROLISE ENZIMATICA UTILIZANDO LIPs

4.2.1. Efeitos do pré-tratamento com 2HEAA na hidrdlise enzimatica do
bagaco

Um fatorial 32 completo com trés repeticoes no ponto central foi realizado
durante o pré-tratamento com o LIP 2HEAA. O objetivo foi avaliar a influéncia das
condicOes operacionais de pré-tratamento, tempo e temperatura, na solubilizacao da

celulose, hemiceluloses e lignina.

Na Tabela 4.3 sdo apresentados os resultados da composi¢cao quimica do
bagaco in natura utilizado e a composicoes dos materiais pré-tratados oriundos do
planejamento experimental para o bagaco apds o pré-tratamento com o LIP 2HEAA,

além dos rendimentos do pré-tratamento.



Tabela 4.3 — Composicao do bagaco in natura e ap6s o pré-tratamento com 2HEAA.

PRE-TRATAMENTO

CONDIGOES Composicao (%)
Ensaios Tempieratura Te“?po Rendcl)mento Celulose  Hemiceluloses Lignina Cinzas Grupp Extrativos
(°C) (min) (%) Acetil
- - - - 39,5740,31 26,17#0,05  23,37+0,25 6,71+0,08 -
1 40 85.03 44,160,990  31,29+1,51 20,42+1,33 0,370,06 5,39+0,39
2 120 100 79.86 49,1840,18  32,46+0,11 19,92+0,15 0,64+0,02 0,79+0,09
3 160 75.50 47,96+2,05  31,37+#1,00  17,15+0,03 0,95+0,09 0,22+0,10
4 40 80.20 47,6410,97  32,51+0,57  19,92+1,40 0,97+0,01 0,95+0,05
:E 5 100 73.94 49,02+0,72  31,55%0,71 14,85+0,08 1,32+0,10 0,72+0,18
L:::J 6 135 100 76.52 54,8310,11 33,17+0,18  15,92+0,56 1,37+0,06 1,79+0,08
™ 7 100 73.74 57,21£0,09  32,27+0,59  14,18+0,70 1,31+£0,08 0,77%0,04
8 160 68.53 57,72+0,14  33,24+0,96  13,17+0,63 1,34+0,06 0,24+0,08
9 40 76.64 50,07£1,90  33,20+0,57  13,55+0,39 0,97+0.01 2,4710,08
10 150 100 71.34 55,29+0,41 28,22+0,35  14,75+0,40 1,95+0.21 0,91+0,04
11 160 70.00 55,00+1,37  32,11+1,96  11,03+1,33 0,52+0.09 0,35+0,03
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A composicdo quimica do bagaco in natura esta de acordo com
resultados ja reportados em literatura por Hemmasi et al. (2011) e Asakawa et al.
(2015). No geral a composicdo dos principais componentes do bagaco in natura
varia pouco entre uma safra e outra, o que nao difere significativamente nos
resultados (ROCHA et al. 2015).

Na composicao do bagaco apds pré-tratamento de 160 min a 150°C foi
observado um aumento de composicdo de celulose de cerca de 39% e
hemiceluloses de 12%, enquanto a lignina teve uma reducéo no seu teor de 63% em

comparacao ao bagaco in natura.

Os valores de solubilizacdo dos componentes apo6s o pré-tratamento sao
apresentados na Figura 4.10, assim como o fator de severidade do pré-tratamento.

Os ensaios 5, 6 e 7 sdao pontos centrais do planejamento experimental.

Figura 4.10 - Solubilizacao dos componentes no pré-tratamento com 2HEAA.
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Legenda: log R, - Fator de severidade (YOON et al., 2012)
logR, = log (tx exp (M)) sendo t = tempo (min); T = temperatura (°C); 14,75 = Valor empirico

14,75
Ensaio 1 — 120°C; 40min, 2 — 120°C; 100min, 3 — 120°C; 160min, 4 - 135°C; 40min, 5 - 135°C;
100min, 6 - 135°C; 100min, 7 - 135°C; 100min, 8 - 135°C; 160min, 9 - 150°C; 40min, 10 - 150°C;
100min, 11 — 150°C; 160min.
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De acordo com a Figura 4.10 o LIP 2HEAA n&o causa solubilizacao
significativa da celulose (exceto 3 e 5, cujos valores de solubilizagdo de celulose séao
possivelmente gerados a partir de erros analiticos). A média de dissolucdo de
celulose em todos os ensaios € aproximadamente 1,5%. Este € um resultado
altamente desejavel, pois a celulose torna-se disponivel para a hidrélise enzimatica.
SWATLOSKI et al. (2002) afirmaram que alguns LI, principalmente os proticos
possivelmente ndo dissolvem a celulose, mas s6 modificam sua estrutura cristalina
para um efetivo ataque enzimatico, diferente dos muitos LIAPs que dissolvem a

celulose no pré-tratamento.

As hemiceluloses e a lignina variaram sua solubilizagdo conforme a
severidade do pré-tratamento em relacdo ao tempo e a temperatura. As
hemiceluloses tiveram uma baixa solubilidade para o licor, uma média de 7,8%,
considerada favoravel, pois a recuperacao das fragdes solubilizadas de celulose e

hemiceluloses do licor com LIP ainda necessita de estudos para sua viabilizagao.

As maiores solubilizacdes de hemiceluloses foram encontradas nos pré-
tratamentos mais severos, com 100 e 160 minutos a 150°C (ensaios 10 e 11) com
aproximadamente 23% e 14% de solubilizacao, respectivamente.

A lignina é mais sensivel aos paradmetros do pré-tratamento e foi
parcialmente solubilizada para o licor com o aumento da temperatura e do tempo. A
elevacao na temperatura com o tempo maximo do planejamento coincide com a
maior solubilizacdo, ensaio 11, no qual se alcancou quase 67% de remocdo de
lignina. Uma hipétese efetiva de mecanismo de interacao entre lignina e LI € que os
cations dos Lls interagem com a lignina através de ligacées de hidrogénio, onde
parte da lignina possivelmente € solubilizada para o licor de pré-tratamento com o

aumento da severidade do mesmo.

Na literatura sdo encontrados pré-tratamentos considerados bons e que
solubilizam grande parte das hemiceluloses e mantem a lignina e a celulose para a
hidrélise enzimatica. Essa atuacdo é considerada diferente do pré-tratamento com
2HEAA que mantem a celulose e as hemiceluloses, sendo visto como vantajoso
para a etapa subsequente. Martins et al. (2015) estudaram o pré-tratamento com
acido sulfurico diluido (1% (m/v) a 121°C por 150 minutos), um dos pré-tratamentos
considerados bons por trabalhos da literatura, mas tem a capacidade de remover
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parte das hemiceluloses para a fase liquida. Os autores alcancaram uma
solubilizacdo do bagaco de 12,5% de celulose, 81,3% de hemiceluloses e 17,3% de

lignina no bagago.

Em comparagdo o pré-tratamento com 2HEAA foi mais seletivo,
apresentou uma interacdo mais efetiva, solubilizando pequenas quantidades de
celulose e das hemiceluloses disponiveis para a hidrélise e solubilizando altas
porcentagens de lignina, quando comparado ao acido diluido. A solubilizacdo de
lignina para o licor gera um aumento na eficiéncia de conversdo enzimatica da

biomassa, devido a um mais facil acesso as enzimas para os carboidratos.

Outros autores que trabalharam com Lls, como Wu et al. (2011) pre-
trataram residuos de milho com LIAP [Comin][OAc] a 125°C por 1 h e alcancou
remocao de lignina de até 44% e também Hou et al. (2013) pré-tratou bagaco por 6
h a 90°C com Lisinato de colinio e agua (80% LI m/m) e os autores alcangaram 45%

de solubilizagao de lignina

Rocha (2016) que trabalhou com 2HEAA para o pré-tratamento de
bagaco e alcangou solubilizagdes de lignina de 68%, semelhante ao ensaio 11 que
apresentou 67%. Ja para celulose e hemiceluloses as porcentagens de solubilizacdo
de Rocha (2016) foram maiores, aproximadamente 60% e 55%, respectivamente em
condicoes de pré-tratamento de 3,5 h a 150°C com condi¢des anidras. O fator tempo
foi determinante para diminuir as perdas de carboidratos para o licor de pré-

tratamento.

Muitos autores relatam que o pré-tratamento com Lls solubilizam
totalmente a biomassa (D’Andola et al., 2008, Brandt et al., 2011, Meenatchi et al.,
2016). Neste trabalho, ndo foi observada essa solubilizagdo com o 2HEAA. A
biomassa é visivel no pré-tratamento (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Bagaco apos pré-tratamento com 2HEAA.

Além disso, é possivel observar a lignina insolivel que foi removida para
o licor apés o pré-tratamento. Para isso, foi necesséaria a adicdo de um co-solvente
(agua) e consequentemente sua regeneracao no licor de pré-tratamento (Figura
4.12).

Figura 4.12 - Lignina repolimerizada do licor de pré-tratamento com 2HEAA.

A lignina é solubilizada durante o pré-tratamento de acordo com o
aumento da severidade. Ao final do processo e com a adigdo de agua (antisolvente)
a lignina que possui massa molecular média alta precipita.

A partir do planejamento desenvolvido para o 2HEAA, os ensaios nos

quais sdo encontradas as maiores quantidades de lignina precipitada (recuperada)
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sa0 os que possuem maior tempo (160 min), onde foi precipitada uma média de 4 g
lignina/100 g de bagaco in natura.

Com o aumento da severidade do processo, a lignina que possui uma
massa molecular média menor e esta ligada as cadeias de hemiceluloses, pode ser
levada a solubilizacdo para a fase liquida também com a combinagdo de
temperatura e tempo (WYMAN et al., 2005, TRAJANO et al., 2013).

O pré-tratamendo com 2HEAA favorece as ligacdes de substituicdo da
lignina induzindo a sua solubilizacdo no processo. Em contrapartida, o LIP consegue

manter a celulose e parte das hemiceluloses no material apds pré-tratamento.

Ap6s o pré-tratamento, os materiais gerados foram hidrolisados
enzimaticamente para avaliar a conversao de celulose e hemiceluloses apos pré-
tratamento. Os calculos de conversao foram realizados apés 48 h de hidrélise e sao
apresentados na Tabela 4.4.



Tabela 4.4 - Resultados de hidrélise enzimatica do planejamento experimental com 2HEAA.

CONDICOES

HIDROLISE ENZIMATICA

Composicao (g/L) Conversao (%)
Ensaios Temperatura (°C) Tempo (min) Glicose | Xilose Celulose | Hemiceluloses
In natura - - - 3,43+0,1 - 15,77+0,46 -
1 40 12,20 5,51 24,87 15,50
2 120 100 25,14 10,14 46,01 27,49
3 160 31,99 13,64 60,04 38,27
4 40 21,45 9,54 40,53 25,83
:E 5 100 38,0 16,34 69,78 45,58
LIIJ 6 135 100 38,43 12,21 63,07 32,40
N 7 100 36,45 13,79 57,34 37,60
8 160 40,48 17,02 63,12 45,06
9 40 36,36 14,42 65,35 38,23
10 150 100 43,66 12,99 71,07 40,51
11 160 43,99 16,58 71,99 45,43

Legenda: O desvio padrao esta baseado na triplicata do ponto central (ensaios 5, 6 e 7). Para composi¢éo (g/L): £ 0,30 e converséo (%): £ 4,05

70
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A partir dos resultados de conversdo da celulose em glicose obtidos foi
possivel observar que o pré-tratamento com o 2HEAA, em diferentes tempos,
resultou em melhorias na hidrélise enziméatica quando comparado ao bagacgo in
natura. Isto €, houve um aumento nas conversées de acordo com o aumento da

severidade do pré-tratamento.

A conversao de hemiceluloses foi menor do que a de celulose, no maximo
em torno de 40-45% (ensaios 5, 8, 10 e 11), mesmo com pouca solubilizacédo de
hemiceluloses para o licor, ja observado anteriormente, que faz o material pré-
tratado ser rico em hemiceluloses. Isto pode ser explicado pelo coquetel enzimatico
utilizado ter pouca concentragcdo de hemicelulases.

Os ensaios 10 e 11 apresentaram as maiores conversdes de celulose, em
torno de 72%. Ambos os ensaios foram realizados a 150°C com tempo de pré-
tratamento de 100 e 160 minutos. Estes ensaios correspondem a uma conversao de
glicose 4,5 vezes superior ao obtido na hidrélise do bagaco in natura.

Raj et al. (2016) propuseram uma hipdtese de como seria a interacao de
LI com a celulose, onde o LI interage com a estrutura da celulose gerando uma
modificacdo da celulose | para Il. As ligacbes inter e intra cadeia se rearranjam de
forma que uma estrutura mais aberta é obtida, impactando em uma menor
cristalinidade e area superficial maior. Isto gera resultados mais eficientes de

conversao da celulose durante a etapa de hidrélise enzimatica.

O 2HEAA se mostrou eficiente quanto a preservacdao das fibras de
celulose na biomassa, atuando, provavelmente na diminui¢gdo da sua cristalinidade e

deixando o material mais vulneravel ao ataque enzimatico.

Raj et al. (2016) utilizaram [Comim][OAc] (Acetato de 1-Etil-3-
metilimidazolio) para pré-tratar a mistura de Brassica juncea e Triticumaestivum. Os
autores alcangaram uma converséo de celulose de 97,7% nas condigdes de 10% de
sblidos (m/m) e 10 FPU/g de biomassa. Silva et al. (2013) também estudaram
[Comin] [OAc] para pré-tratar bagacgo (20:1 m/m) e apos 48 h de hidrélise enzimatica,
utilizando 2,5% de sdlidos, foi obtida uma conversdo de celulose em glicose de
98,2% e hemicelulose em xilose de 60,7%.



72

O LI utilizado pelos autores, diferente do 2HEAA, é aprético e apresenta
muitos resultados de literatura referentes a dissolucdo de biomassas
lignocelulésicas. Embora alcance altas conversdes quando comparados aos outros
pré-tratamentos, este LI aprético é considerado de alto custo e inviavel para o
processo etanol 2G. Apesar do 2HEAA apresentar valores relativamente mais baixos
de conversao enzimatica quando comparado ao LIA estudado por Raj et al, (2016), o
LIP se mostra muito promissor visto que apresenta sintese mais simples e baixo
custo, além de nao representarem estudos muito recentes de literatura, o que

possibilita grandes avancos no seu desenvolvimento.

Rocha (2016) e Reis et al. (2016) sao os unicos trabalhos encontrados na
literatura que utilizaram o 2HEAA para pré-tratar biomassas lignocelulésicas, sendo
bagaco de cana-de-acucar (3,5 h a 150°C e 5% soélidos) e bagaco de caju (3 h a
120°C e 5% solidos), respectivamente.

Rocha (2016) obteve conversdo de celulose de 75,2% em um teor de
solidos de 5% (m/v) apds 72 h de hidrolise enzimatica. Reis et al. (2016) reportaram
a obtencao de 74,8 g glicose/100 g biomassa pré-tratada em um teor de sélidos de
1% (m/v) ap6s 96 h de hidrélise enzimatica, valor que com certeza apresenta erro de
célculo, jA que a biomassa pré-tratada nas condigdes reportadas apresentava
apenas 49,29¢g celulose/100 g de biomassa, 0 que levaria a 44,77 g glicose/100 g de

biomassa se a conversao fosse total.

Quando comparado ambos os resultados dos estudos ao pré-tratamento
de 100 min a 150°C (Tabela 4.4) foram obtidos 71,07% de conversao de celulose e
43.66 g glicose/100 g bagaco pré-tratado usando o dobro da concentracdo de
solidos na hidrélise quando comparado ao trabalho de Rocha (2016).

Na literatura sdo encontrados alguns autores que utilizam outros tipos de
LIPs para pré-tratar bagago. Por exemplo, Asakawa et al. (2015) utilizaram acetato
de colinio e alcancaram 98,7% de conversao de celulose na hidrélise enzimatica
apos 72 h (1% (m/v) e Hou et al. (2013) obtiveram 82,1% de conversao de celulose
utilizando lisinato de colinio (0,3% m/v).

Ha diversos fatores que influenciam nos resultados da hidrélise

enzimatica, como, por exemplo, a concentracées de sdélidos e a concentracdo de
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enzima, além dos fatores de tempo e temperatura do pré-tratamento. Outra variavel
que vem sendo levada em consideracdo nos pré-tratamentos com Lls e aponta
resultados considerados expressivos € a adicao de agua ao processo (LIP:H2O; 5:1

m/m).

Verdia et al. (2014) e George et al. (2015) utilizaram agua em seu pré-
tratamento, LIP:H>,O 80:20% (v/v) e 20% (m/m LIP), respectivamente. Verdia et al.
(2014) observaram baixos rendimentos sem a adi¢cdo de agua ao pré-tratamento de
Miscanthus giganteus (24 h a 120°C e 1% so6lidos) com hidrogenossulfato de 1-
butilimidazolio e George et al. (2015) afirmaram que a agua nao influenciou em seus
resultados no pré-tratamento de switchgrass (180 min a 120°C e 10% soélidos) com
trietilamonio. Os autores alcangaram, na hidrélise enzimatica, uma conversao de
celulose de 90% (1,5% sélidos m/v; 59 ul de cellulase e B-glucosidase) e 45% (1%
sélidos m/v; 20 mg/g de celulose de Cellic Ctec2), respectivamente.

Nos estudos mencionados anteriormente os Lls tém capacidade de
dissolver cada um dos componentes principais da biomassa e podem ser também
capazes de dissolver completamente a prépria biomassa lignocelulésica. Em geral, a
biomassa herbacea é mais facilmente dissolvida que a biomassa lenhosa (em

particular madeira macia) em condigdes similares de processo (REDDY, 2015).

Na literatura ndo ha muitos trabalhos na area de LIPs para o pré-
tratamento de biomassa, principalmente quando focamos no bagaco. Até a
finalizacao desse estudo s6 o trabalho de Reis et al. (2016) estava reportado na
literatura utilizando o 2HEAA para dissolucao de biomassa lignocelulésica, o que
justifica um estudo inovador quando comparado a outros pré-tratamentos com LI e

mostram resultados expressivos.

A partir da conversao de celulose em glicose, esses resultados podem
estar correlacionados com a eficiéncia de solubilizacdo de lignina ao longo do
processo com 0 2HEAA, observada na Figura 4.10.
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Figura 4.13 - Relacao de conversao de celulose com a solubilizagcao da lignina para
o planejamento experimental com 2HEAA.
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O aumento da solubilizacdo de lignina de certa forma corresponde ao
aumento de conversao de celulose para a hidrélise enzimatica (Figura 4.13). Talvez
a solubilizacao efetiva seja maior e este valor esteja relacionado a lavagem da
biomassa apo6s pré-tratamento. A agua reconhecidamente causa a precipitacao da
lignina e esta ja solubilizada pode estar sendo redepositada sobre as fibras do
bagaco pré-tratado. Em trabalhos futuros outros solventes devem ser testados na
lavagem para evitar que isso aconteca.

4.2.2. Analise do planejamento experimental com 2HEAA

Para determinar a influéncia dos fatores tempo e temperatura foi
considerado a conversao de celulose em glicose e a solubulizagdo de lignina como
respostas. Modelos de regressdo sao propostos e superficies de resposta sao
plotadas. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica (Satsoft,
v.7.0) e o nivel de confianca considerado foi de 90% (p<0,1).

Na conversdao de celulose em glicose foram significativos os fatores
tempo, temperatura e suas interacdes. O tempo € o efeito que mais influencia na

conversao.
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Considerando a solubilizacdo de lignina, os efeitos tempo e temperatura
sao os mais significativos. Considerando 90% de confianga a interacao entre estes
fatores nao foi significativa (p=0,1). Na Tabela 4.5 é observada a analise de
variancia (ANOVA) para os modelos de solubilizagdo de lignina e rendimento global

de glicose depois de submetidos ao pré-tratamento com LIP 2HEAA.

Tabela 4.5 - ANOVA para o modelo de conversao de celulose em glicose e

solubilizacao de lignina com variacao de tempo e temperatura.

Variaveis Soma ?SUS;’ ratica Grau de liberdade Media (cgklg;iratlca
Converséao de celulose em glicose
Regressao (R) 2034,50 4 508,62
Residuos (r) 125,86 6 20,97
Falta de ajuste (Faj) 48,27 4 12,06
Erro Puro (Ep) 77,59 2 38,79
Total 2160,36 10 -
R2 0,94 - -
Teste F 44 Calculado? 24,24
’ Tabelado 3,18
Teste F 4, Calculado? 0,31
’ Tabelado 9,24
Solubilizacao de lignina
Regressao (R) 1545,40 2 772,70
Residuos (r) 211,98 8 26,50
Falta de ajuste 183,24 6 30,54
Erro Puro 28,73 2 14,37
Total 1757,38 10 -
R2 0,88 - -
Teste F »¢ Calculado? 29,16
’ Tabelado 3,11
Teste F ¢, Calculado? 2,12
: Tabelado 9,32

Legenda: '(MQg)/(MQy); 2(MQr4)/(MQgyp).

O modelo para a conversdo de celulose € considerado significativo. O
teste F46 (24,24) é maior que o tabelado pelo programa (3,18) e o teste F42 (0,31) é
bem menor que o valor tabelado (9,24). O mesmo acontece para a solubilizacdo de
lignina, o F calculado para »5(29,16) é maior que o tabelado (3,11) e 0 Fg2 (2,12) é

menor que o tabelado pelo Statistica (9,12).
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Ambos os modelos sdo considerados significativos em uma correlagéo de

90% de confianca de acordo com o teste F e ndo apresenta evidéncias na falta de
ajuste.

Para a resposta do rendimento global da xilose, ndo foi possivel avaliar o
modelo. Os rendimentos de xilose sao baixos, por isso ndo houve influéncia

siginificativa de nenhum dos fatores analisados, considerando o modelo néo
significante para 90% de confianca.

As superficies de resposta da conversao de celulose em glicose (Figura

4.14a) e para a solubilizacdo de lignina (Figura 4.14b), versus os parametros tempo
e temperatura.

Figura 4.14 - Superficie de resposta para a conversado de celulose em glicose e a
solubilizagao de lignina.
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Para a conversao de celulose (Figura 4.14a) é possivel descrever que o

aumento do tempo influencia no rendimento e a temperatura do pré-tratamento pode
ser mantida entre o ponto central e a maxima estimada no planejamento. Ja para a
solubilizagdo de lignina (Figura 4.14b) o aumento do tempo e da temperatura sédo

influéncias visiveis. Com o aumento da severidade do pré-tratamento foi possivel se
alcangar rendimentos mais altos.
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4.2.3. Cinética de pré-tratamento com o 2HEAA

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental nao foi
observada uma grande diferenga na composicao de glicose (g/L) e conversédo de
celulose para a temperatura de 150°C com o efeito tempo (100 e 160 min). Portanto
uma cinética do pré-tratamento foi realizada para avaliar se a concentracao de
glicose (g/L) se manteve constante ap6s 100 minutos de pré-tratamento. Dessa

forma, pode-se reduzir o tempo e 0 gasto energético no processo.

Os pré-tratamentos foram avaliados com base na liberacdo de glicose
(g/L) e xilose (g/L), que sédo os dois principais agucares obtidos a partir da cinética
da hidrélise enzimatica (Figura 4.15 e Figura 4.16).

Figura 4.15 - Cinética da hidrélise enzimatica da concentracao de glicose versus
tempo de hidrélise para os diversos tempos de pré-tratamento com 2HEAA.

60

—a— 2h
—e—4h
50 —0—6h
—o— 8h

40 4

30

Glicose (g/L)

20 4

10

o~
0O 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo de hidrélise enzimatica (h)

As variacoes nos tempos de pré-tratamento ndo apresentam influéncia
significativa, pois apdés 72 horas de hidrolise enzimatica se observa que a glicose

convergiu em aproximadamente 50 g/L com os demais pré-tratamentos.

Para a concentracdo de xilose (g/L) (Figura 4.16) as concentracdes
variam entre 18 e 22 g/L em 72 horas de hidrolise enzimatica. Essa variagdo nao
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justifica o aumento do tempo de pré-tratamento, evitando gastos energéticos mais
altos.

Figura 4.16 - Cinética de hidrélise enzimatica da concentragdo de xilose versus
tempo de hidrélise para os diversos tempos de pré-tratamento com 2HEAA..
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De acordo com as cinéticas do pré-tratamento, confirmadas pela hidrélise
enzimatica, os maiores tempos de pré-tratamento nao trazem beneficios para o
processo. Além disso, pode-se afirmar que mesmo com o aumento do tempo de pré-
tratamento, ndo foi observada solubilizagdo efetiva das fracbes de celulose e

hemiceluloses.

4.2.4. Balanco de massa do pré-tratamento utilizando o 2HEAA.

A partir da cinética e do planejamento foi possivel observar que o pré-
tratamento realizado a 150°C por 2 h com 2HEAA:H>O (5:1 m/m) e 10% de sélidos
era 0 mais viavel em termos de gastos energéticos e aproveitamento das fracdes
celulose e hemiceluloses. Neste sentido, foi realizado um novo experimento, nessas

mesmas condicbes de pré-tratamento, considerando a adicdo do complexo
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enzimatico Cellic Htec2 (Novozymes), junto ao complexo celulolitico com o objetivo
de aumentar a conversao das hemiceluloses no meio hidrolisado (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 - Variacdo de coquetel enzimatico para a melhor condicdo de pré-

tratamento com 2HEAA.

Pré-tratamento (%)

Rendimento 68,3+2,3
Celulose 58,0 +4,2
Hemicelulose 23,1+1.38
Lignina 17,0+1,7
Cinzas 2,2+0,6
Hidrélise enzimatica
Ensaio A B

Glicose (g/L) 50,4 + 1,38 52,0 £ 1,97

Xilose (g/L) 18,8 £ 0,84 21,8 +2,07

Conversao de celulose (%) 77,4+212 80,6 £ 2,50

Conversao de hemiceluloses (%) 69,1 = 3,07 77,5 £ 3,55

Ensaio A: Pré-tratamento a 150°C por 2 h com 10% sdélidos e 2HEAA:H,O (5:1 m/m); Hidrélise
enzimatica com 10% de sélidos e coquetel enzimético Cellic Ctec2 (Novozymes).

Ensaio B: Pré-tratamento a 150°C por 2 h com 10% soélidos e 2HEAA:H,O (5:1 m/m); Hidrélise
enzimatica com 10% de sdlidos e coquetéis enzimaticos Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 (Novozymes).

O intuito de se adicionar Cellic Htec2 na hidrélise enzimatica era
aumentar a conversdo de hemiceluloses em xilose. A conversdao aumentou de
69,1% para 77,5%. Além disso, a conversdo de celulose aumentou quando
comparada aos ensaios anteriores, isto € gerado devido ao sinergismo entre as
enzimas (Ensaio A: 77,4 e B: 80,6%).

Esse estudo deve ser mais aprofundado com relacdo a quantidade de
enzima adicionada ao processo, neste caso foram adicionados 1,5 mg/g de bagaco,
baseado em uma faixa que a Novozymes sugere. Possivelmente se aumentarmos a
quantidade de enzima adicionada, sem saturar o meio, pode-se alcancar valores

maiores de conversao.

Quando se compara os resultados do Ensaio A com os resultados do
planejamento experimental com 2HEAA (item 4.2.1) feitos a 150°C, € possivel notar
qgue os resultados estdo um pouco diferentes do esperado, que seriam resultados de
composicao do bagaco pré-tratado e de conversdes de celulose e hemiceluloses
com valores entre os obtidos nos ensaios 10 e 11 do planejamento. A conversao de
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hemiceluloses, especificamente, foi bem mais alta. Todo o planejamento foi
realizado usando 2HEAA produzido de uma unica vez. Para os novos ensaios da
Tabela 4.6 uma nova reacédo de producao do LI precisou ser realizada. A diferenca
nos valores mostra que a etapa de producao do LI pode ter bastante influéncia nos
resultados de pré-tratamento e hidrdlise.

Com base no ensaio B, realizado com ambos os coquetéis, foi calculado o
balango de massa para o processo e 0s componentes foram expressos em grama
de massa seca (Figura 4.17).

Figura 4.17 - Balanco de massa para o pré-tratamento (10% soélidos) com
2HEAA:HO (5:1 m/m) por 2 h a 150°C e hidrélise enzimatica (10% sélidos) com
Cellic Ctec2 e Cellic Htec2.

Bagaco in natura
100 g

Celulose: 39,6
Hemiceluloses: 26,2
Lignina: 23,4
Cinzas: 6,7
Extrativos: 5,3

Pré-tratamento 10% solidos
2HEAA:H,0O (5:1), 2h at 150°C

l Fragdo sélida Fragdo liquida l
Fibras 68,35 g Licor 31,659
Celulose: 39,60
) ’ Celulose: 0,00
Hemlicel.uloses: 15,84 Hemiceluloses: 10,36
Lignina: 11,61 Lignina: 11,79
Qutros: 1,30 Y
| Residuo da hidrélise
B 9,05 g
Hidrolise enzimatica l
10% solidos Celulose: 2,31 _— -
Cellic Ctec2: 15 FPU/g w— Hemiceluloses: 1,01 6,51 g lignina precipitada
Cellic Htec2: 1,5mg/g bagaco Lignina: 5,17
Qutros: 0,57

Licor da hidroélise
(g/g bagago pré-tratado)

Glicose: 0,5194
Xilose: 0,2187

Em seguida ao pré-tratamento, 68,35 g do bagaco permaneceu na fracao
solida, enquanto 31,65 g na fracdo liquida, que inclui o LIP 2HEAA e as fragdes
solubilizadas de carboidratos e lignina. Nota-se que na fracdo liquida ndo ha
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presenca de celulose, o que confirma que toda a celulose ficou disponivel para

hidrolise enzimatica.

Além disso, foi reportada uma quantidade de 10,3 g de hemiceluloses
solubilizadas por 100 g de biomassa in natura. Os Lls possuem a habilidade de
solubilizar a lignina da biomassa lignocelulésica, em contrapartida na estrutura da
biomassa as hemiceluloses estao ligadas a lignina por ligacdes covalentes, entao é
possivel que parte das hemiceluloses sejam removidas conjuntamente com a lignina

para a fracao liquida do pré-tratamento.

Wu et al. (2011) admitiram poucas perdas de hemiceluloses quando pré-
trataram residuos de milho com [Comin][OAc] (1 h a 125°C com variacao de 4,8 a
33% sdlidos m/m). Os autores chegaram a seus ensaios em aproximadamente 50%
de conversdo de hemiceluloses ap06s a hidrolise enzimatica com 0,1% sélidos (m/v)
por 24 h.

Silva et al. (2013) que utilizaram [Comin][OAc] para pré-tratar bagaco de
cana-de-agucar (2 h a 120°C e sdélidos:LI 1:20 m/m) e concluiram que as
hemiceluloses nao sao significativamente extraidas para o licor, permamencendo no
sélido junto a celulose no processo de hidrolise enzimatica, que levou a ~60% de

conversao em xilose (2,5% sélidos).

Ap6s a etapa de hidrélise enzimatica, a fracdo de residuo de hidrélise
ainda apresenta celulose, j4 que nao foi totalmente convertida a glicose durante a

reacao.

A lignina precipitada ao final do processo pode ser reaproveitada para a
producédo de produtos de alto valor agregado (6,51 g). Nesse processo € possivel
observar que nem toda a lignina disponivel no licor foi recuperada, isso € limitado
por parte dessa lignina ser encontrada na forma soluvel, degradada em compostos

fendlicos no licor de pré-tratamento.

Rocha (2016) precipitou em seu processo (3,5 h a 150°C) 9,63 g de
lignina. Essa maior quantidade de lignina encontrada pode estar relacionada ao
maior tempo de pré-tratamento e condicées anidras do processo, que levaram a

uma maior remocao da lignina durante o pré-tratamento.
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Baseado em Conde-Mejia et al. (2012) e considerando um rendimento de
etanol tedrico de 95% e 65% para xilose tedrica, 217,9 kg etanol/ton de bagago in
natura podem ser obtidos usando o pré-tratamento com 2HEAA. Esse resultado se
enquandra dentro do estipulado pelos autores que estimaram metas da producéo de
etanol dos pré-tratamentos hidrotérmico, explosao de vapor, acido diluido, cal, AFEX
e organosolv. Os valores variam de 229,75 L (ou 181,27 kg) etanol/ton biomassa in
natura para a explosdo de vapor a 372,53 L (ou 293,93 kg) etanol/ton biomassa in
natura para o AFEX.

4.2.5. Estudo dos efeitos de diferentes LIPs no pré-tratamento do bagaco

Uma triagem com 11 LIPs foi realizada em pequena escala e avaliada
pela concentragdo de glicose e xilose (g/L) e rendimentos globais apds a etapa de
hidrélise enzimatica (considerando a quantidade de glicose obtida em comparacgéao a
glicose do bagago in natura) apds 48 h de hidrélise enzimatica. O LIP foi levado a
um pré-tratamento somente com a variagao do tempo e temperatura, mantendo as

mesmas condicoes de sélidos e 4gua do pré-tratamento com o 2HEAA.

Para fins comparativos, os LIPs foram divididos em dois grupos: os
sintetizados que possuem o anion acetato e os com hidrogenossulfato, ambos com

0S mesmos cations amina.

4251, Efeitos dos LIPs a partir do anion acetato

Na Tabela 4.7 sao apresentados os resultados de rendimento do pré-
tratamento, concentracdo de glicose e xilose (g/L) e rendimento global dos LIPs
sintetizados a partir do acido acético.

Os resultados de rendimento global de glicose estabelecem a seguinte
ordem de efetividade dos LIPs no pré-tratamento, M-2HEAA < E-2HEAA < BEAA <
TEAA < DEAA. Na Figura 4.18 é possivel observar essa ordem de eficiéncia.
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Figura 4.18 - Eficiéncia dos LIPs do grupo do acido acético com base no rendimento

global de glicose (calculado em 48 h de hidrélise) para os trés tempos de pré-

tratamento testados.
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Tabela 4.7- Resultados da triagem dos LIPs com &cido acético. Hidrélise enzimatica com 10% (m/v) de sélidos e 15 FPU/g de

Celic Ctec2.
Condicdes Rendimento Hidrolise Enzimatica Rendimento Global
LIP Temperatura h) | Pré % Gli /L Xil L Gli % Xilose (%
(°C) empo (h) ré-tratamento (%) icose (g/L) ilose (g/L) icose (%) ilose (%)
1 67,43+2,05 41,9412 57 20,38+1,09 67,90+2,15 47,54+1,15
M-2HEAA 160 2 65,9310,42 46,39+0,26 21,22+1,33 71,38+0,05 47,05+3,24
3 64,79+1,17 47,69+0,09 21,09+3,15 72,09+1,17 45,9046,03
1 79,83+2,08 27,5610,92 12,64+0,95 51,32+0,38 37,70+0,76
E-2HEAA 145 2 73,45+0,47 34,79+0,77 15,14+1,68 59,64+1,71 40,48+2,12
3 70,91+1,78 38,12+2,13 17,94+2 24 63,12+5,11 45,21+2,39
1 88,28+1,11 9,39+0,94 4,12+0,22 19,96+1,60 11,40+0,47
DEAA 120 2 85,99+0,40 11,46+0,03 5,22+0,06 23,42+0,05 14,13+0,24
3 85,76%1,63 11,55+0,89 5,67+0,35 23,53+2,15 15,33%1,24
1 81,92+4,31 16,77+1,76 5,82+0,61 31,97+1,67 16,07+2,52
BEAA 125 2 79,80+4,51 26,96+0,51 7,57+0,29 50,22+3,80 20,29+0,37
3 77,64+2,23 31,44+0,05 10,09+1,34 56,97+1,72 26,38+4,26
1 84,34+0,03 16,31+0,29 7,740,111 32,10+0,58 21,94+0,33
TEAA 130 2 82,92+0,69 19,30+0,67 9,51+0,17 37,35+1,61 26,53+0,68
3 78,48+0,67 23,88+1,49 12,09+0,66 43,73+2,36 31,91+1,47
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O LIP que apresentou melhor rendimento global de glicose foi o M-
2HEAA, seguido pelo E-2HEAA para 3 h de pré-tratamento. Eles alcangaram 72,1%
1,1 e 63,1% = 5,1, respectivamente. Nessa comparacao, a temperatura usada no
pré-tratamento com E-2HEAA foi menor, além disso, a sua viscosidade €
relativamente maior comparada ao M-2HEAA, provavelmente esse conjunto de
fatores influenciou na interacéo do LIP com a fase sélida do meio.

O rendimento global de glicose para 2 h de pré-tratamento, 71,3% £ 0,1,
obtido para o M-2HEAA é semelhante ao 2HEAA (80,5% * 2,2). Ambos LIPs se
apresentaram com rendimentos e concentracdo de acglcares estaveis a partir de 2h
de pré-tratamento, possuem estrutura linear e grupos hidroxilas que ajudam na
interacdo com a estrutura da celulose que possivelmente provoca uma diminui¢cao
da cristalinidade. O M-2HEAA também apresenta um carbono a mais em sua

estrutura e este ndo apresentou interferéncia significativa na hidrélise enzimatica.

O E-2HEAA também apresenta uma cadeia linear e um grupo hidroxila
em uma das suas extremidades, como citado anteriormente para o 2HEAA e o M-
2HEAA. Entretanto, em sua estrutura se encontra um grupo etil que da ao LIP final
um total de cinco carbonos. De acordo com 0 aumento no numero de carbonos na
estrutura do LI, ele tende a apresentar uma dificuldade de interagéo nas superficies
da fibra e no seu meio, pode-se supor que o impedimento estérico dessa estrutura
aumenta, dificultando a interacdo das fases sélida e liquida.

Os demais LIPs testados nesse grupo estdo seguidos pela ordem de
efetividade de BEAA, TEAA e DEAA alcancando rendimentos globais de glicose,
para 3 h de pré-tratamento, de aproximadamente 56,9% + 1,7, 43,7% +2,3 e 23,5%
t 2,1, respectivamente. O DEAA apresentou um rendimento muito mais baixo que os
demais Lls, isto pode estar relacionado a uma baixa interagédo dele com a fase sélida
e também a apresentar um alto impedimento estéril por parte do LI. O DEAA foi o
unico LIP sélido em temperatura ambiente, sendo necessario fundi-lo a 50°C para

sSeu manuseio.

Em uma andlise isolada o TEAA apresentou rendimentos mais baixos que
o BEAA, isso é esclarecido pelo LI possuir uma estrutura ramificada, onde ha
possibilidades de apresentar um impedimento estérico alto o que dificulta a interacao
do LI com a biomassa.
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Ja o BEAA possui uma estrutura linear que interage mais facilmente,
penetrando entre as fibras do bagaco, semelhantes as dos LIPs 2HEAA, M-2HEAA e
E-2HEAA. O que influencia na reduc¢édo do rendimento do BEAA para os demais € a

nao presenga do grupo hidroxila em sua estrutura.

Os LIPs que possuem em seu cation hidroxilas (M-2HEAA e E-2HEAA)
sao possivelmente favorecidos por interacdes geradas pelas ligacdes de hidrogénio
entre a celulose e o cation do LIP. Isto é, ocasiona uma diminuicdo na cristalinidade

e um aumento de area de superficie especifica da celulose.

Outro fator influenciador é o tamanho da cadeia do cétion. Maiores
cadeias possivelmente geram dificuldades de interacao do LIP as fibras de celulose.
E possivel observar que as menores cadeias em ordem crescente M-2HEAA < E-
2HEAA < BEAA < DEAA < TEAA apresentam rendimentos quase nessa mesma
odem. Apenas o DEAA que nao obedece e apresenta o pior rendimento de glicose,
isso ja foi comentado anteriormente e pode estar ligado a sua baixa interacdo com a
fase solida e um alto impedimento estérico, sendo este LIP o uUnico sélido em

temperatura ambiente.

Rocha (2016) também concluiu que os LIPs formados de cations de
cadeias menores apresentam melhores resultados no pré-tratamento de bagaco.
Possilvemente isso possa ser explicado pela distribuicdo mais irregular de cargas
dos ions em cadeias de maior tamanho, que causam uma menor interagdo e uma
menor capacidade de formacdo de ligacées de hidrogénio com as cadeias de

celulose da biomassa.

O anion acetato também influencia na interagdo com a celulose. Raj et al.
(2016) citam que os Lls baseados em anion acetato possivelmente alteram
significativamente a estrutura cristalina da celulose durante o pré-tratamento.
Meenatchi et al. (2016) e Asawaka et al. (2015) ressaltam que possivelmente o
anion acetato interage mais facilmente com o hidrogénio das hidroxilas encontradas
nas cadeias de celulose, pois recebe esse tipo de ligacdo mais facilmente,

acarrentando no aumento do rendimento na etapa de hidrélise enzimatica.

Além disso, 0 anion acetato da ao LIP a caracteristica de pH basico (item
4.1), logo podemos concluir que o pré-tratamento tem resultados semelhantes a um



87

pré-tratamento alcalino que apresenta deslignificacdo da biomassa lignocelulésica.
Rocha (2016) também alcangou altos rendimentos de deslignificacdo com a

utilizacdo do anion acetato.

4.25.2. Efeitos do LIPs com anion hidrogenossulfato

Apo6s a triagem com os LIPs utilizando &nion acetato, foi testada a
substituicdo desse pelo hidrogenossulfato e observada a diferenca de atuacdo no
bagaco. Na Tabela 4.8 sdo apresentados os resultados de rendimento do pré-
tratamento, concentracdo de glicose e xilose (g/L) e rendimento da hidrélise.

Para essa etapa da triagem foram considerados os resultados de
rendimento global de glicose em 30 min de pré-tratamento, pois o0 ensaio de 45 min
para o LIP TEAHS apresenta uma mudanca de tendéncia que pode ter sido causada
por erros experimentais. Neste caso, se estabelece a seguinte ordem de efetividade
dos LIPs no pré-tratamento (30 min), BEAHS < DEAHS < TEAHS < E-2HEAHS < M-
2HEAHS < 2HEAHS. E possivel observar essa ordem de eficiéncia na Figura 4.19.

Figura 4.19 - Eficiéncia dos LIPs do grupo do &cido sulfurico com base no
rendimento global de glicose (48h de hidrélise) para os trés tempos de pré-

tratamento testados.
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Tabela 4.8 - Resultados da triagem dos LIPs com &cido sulfarico.
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Condicoes Rendimento Hidrolise Enzimatica Rendimento Global

LIP Temfieéft“ra Tempo (min) Pre'”"(";f)me”to Glicose (g/L) Xilose (g/L) Glicose (%) Xilose (%)

15 71,04+0,35 10,4320,13 1,532£0,19 17,2910,14 7,11+0,13

2HEAHS 120 30 64,91+0,15 11,22+1,08 2,24+0,01 16,99+1,59 4,90%0,01
45 63,40+2,16 10,54+0,77 2,98+0,07 15,57+0,61 3,28+0,51

15 77,59+2,03 9,58+0,42 3,31+0,08 17,33+0,32 8,64+0,03

M-2HEAHS 120 30 70,21+0,22 11,44+0,51 3,55+0,15 18,7310,88 8,38+0,38
45 64,92+2,78 12,78%+1,16 3,92+0,36 19,3310,94 8,57+1,16
15 91,02+1,01 8,03+1,46 3,98+0,02 17,03+2,92 12,19+0,06
E-2HEAHS 120 30 75,8510,65 12,24+1,11 4,40+0,36 21,65+1,78 11,21+0,82
45 68,17+1,30 14,18+1,99 4,.27+1,15 22,52+2,73 9,77+2,42
15 85,17+£1,53 9,32+1,77 3,79+0,59 18,48%3,20 10,83%£1,50

DEAHS 120 30 72,65+1,19 15,62+1,55 5,19+0,66 26,47+2,19 12,67%1,41
45 66,07+2,51 18,98+0,26 5,35+0,42 29,26%1,52 11,90+1,38

15 60,54+0,28 17,28+0,10 2,28+0,31 24,42+0,26 8,60+0,32

BEAHS 120 30 55,96+2,06 23,66+0,17 3,18+0,68 27,72+£0,14 5,96+1,05
45 50,44+2,48 23,58+1,04 4,22+0,14 30,89+0,92 3,86+0,34
15 91,38+2,12 9,50+0,95 3,59+0,34 20,27+2,49 11,06+1,29
TEAHS 120 30 80,22+1,08 12,55+0,26 4,82+0,16 23,48x0,17 12,99+0,62
45 73,18+0,38 19,25+0,10 6,06+0,23 32,8740,00 14,91+0,49
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O LIP que apresentou melhor rendimento (30 min de pré-tratamento) foi o
BEAHS com rendimento global de glicose de 27,7,8% * 0,1, seguido pelo DEAHS
com 26,4% + 2,1 e TEAHS com 23,4% = 0,1. Neste caso, o TEAHS, DEAHS e o
BEAHS nao apresentaram diferencga significativa de rendimento.

George et al. (2015) utilizou TEAHS e DEAHS em 20% de agua para pré-
tratar 10% de switchgrass por 3 h a 120°C. Os rendimentos de glicose alcancados,

apos 48 h de hidrélise enzimatica (1% m/m) foram de respectivamente, 45% e 40%.

Os rendimentos obtidos por George et al. (2015) foram mais altos que os
encontrados nesse trabalho, mas considerados baixos ainda quando comparados a
outros estudos envolvendo LIPs no pré-tratamento de biomassa. Além disso, os
autores utilizaram um tempo de pré-tratamento quatro vezes maior que o0 maximo

usado nesse trabalho e switchgrass como fonte de biomassa lignocelulésica.

Verdia et al. (2014) sintetizaram LIP a partir de acido sulfarico, resultando
em hidrogenossulfato de 1-butilimidazdlio. Utilizaram o LIP e agua (80:20% v/v) para
pré-tratar Miscanthus giganteus (1% solidos) por 24 h a 120°C. Os autores
alcangaram 90% de rendimento de glicose na hidrélise enzimatica com 1,5% de
sélidos (m/v) apds 96 h.

Os LIPs 2HEAHS, M-2HEAHS e E-2HEAHS apresentaram rendimentos
globais de glicose muito mais baixos que os demais, 16,9% % 1,5, 18,7% £ 0,8 e
21,6% = 1,7, respectivamente. Todos esses Lls possuiam em sua estrutura um
grupo hidroxila. George et al. (2015) citaram que entre os LIPs estudados os
rendimentos mais baixos vieram dos que apresentavam grupo hidroxila em sua

estrutura.

Os Lls que possuem o anion hidrogenossulfato e que em sua estrutura
final possuem um grupo hidroxila no céation, como por exemplo, 2HEAHS, M-
2HEAHS e E-2HEAHS. Possivelmente a hidroxila diminui a efetividade do pré-
tratamento, isto &, a interacdo entre a fibra e esses LIPs é considerada fraca.

Apesar da eficiéncia do pré-tratamento ser avaliada como baixa as
hemiceluloses foram possivelmente solubilizadas, pois sdo consideradas mais

sensiveis a degradagdao em condi¢cdes acidas e outra hipétese é que nao houve
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modificagdo na estrutura da celulose e a lignina nao foi solubilizada, isso justifica os

altos rendimentos para esses pré-tratamentos.

O pré-tratamento com esses LIPs podem ser comparado aos pré-
tratamentos acidos. Neste caso o anion hidrogenossulfato deixa o pH acido desses
LIPs (item 4.1) e consequentemente o LIP se comporta como um pré-tratamento
acido, nao deslignificando a biomassa e ocasionado um baixo desempenho na
hidrélise enzimatica. George et al. (2015) utilizou LIPs com anion hidrogenossulfato

e também confirmou a baixa deslignificagdo da biomassa lignocelulésica.

Os pré-tratamentos de acidos diluidos que utilizam acido sulfdrico séo
baseados no uso de aproximadamente 1% (m/v) de acido e os tempos sao baixos,
10 min para temperaturas mais extremas (190°C) e 30 min para as mais amenas
(~120°C) (Rocha et al. 2011, Martins et al. 2015). Os autores afirmam que grande
parte de hemiceluloses sdo solubilizadas nesses pré-tratamentos e se consegue

manter a celulose e lignina.

O pré-tratamento utilizando os LIPs com anion hidrogenossulfato deixam
o processo ineficaz por ocorrer em condigcdes altamente acidas e com uma
combinacao de tempo e temperatura nao favoraveis ao processo. Além disso, uma
suposicao é que a atuagdo do hidrogenossulfato ndao tenha sido eficiente para
modificar a estrutura da celulose. Isto explica os efeitos observados de degradacao
da biomassa quando comparadado a outros pré-tratamentos com LIPs,
possilvelmente parte das hemiceluloses foram solubilizadas e se manteve a lignina e

parte da celulose em alguns pré-tratamentos com esses Lls.

Baseado na andlise pelo aumento da cadeia do cation, como realizado
por Rocha (2016), os LIPs que nao possuem hidroxila na cadeia do cation seguiram
a ordem de aumento de cadeia e consequentemente a diminuicdo no rendimento,
como BEAHS < DEAHS < TEAHS.

Ja os LIPs que possuem na cadeia do cation uma hidroxila seguem uma
ordem inversa a anterior, os maiores rendimentos vem de cadeias maiores, E-
2HEAHS < M-2HEAHS < 2HEAHS. Essa interacdo pode ser ocasionada pela

formagéao de ligagdes de hidrogénio, sendo que o aumento da cadeia favoreceu para
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a distancia ficar mais apropriada gerando a melhor interagao entre o bagaco e esses
LIPs.

4.2.5.3. Comparagéo entre os LIPs estudados

Na Figura 4.20 pode ser observado a comparacdo dos LIs de mesma
base com seus diferentes acidos testados para sua sintese em relacdo ao
rendimento global de glicose ao final da hidrélise enzimatica.

Para fins de comparacdo foram calculados os rendimentos global de
glicose e xilose para 0 2HEAA na condigao de pré-tratamento de 2h a 150°C e foram
obtidos 80,5% + 2,2 e 43,4 +1,9, respectivamente.

Os resultados sado baseados em 3 h de pré-tratamento para quase todos
os LIPs com acetato, exceto para o 2HEAA que foram plotados resultados de 2 h.
Os resultados de pré-tratamentos de LIPs com hidrogenossulfato sdo os de 30 min.
Em todos os casos o rendimento global de glicose e xilose foi calculado para 48h de
hidrélise.

E possivel observar que praticamente todos os LIPs com acetato
apresentaram rendimentos de hidrdlise enzimatica melhor comparada aos de
hidrogenossulfato. S6 o DEAA que foge a regra, mas ambos os Lls com a
dietilamina ndo apresentaram bons rendimentos, abaixo de 30%.

E visivel a diferenca de rendimentos para os Lls com as bases 2-
etanolamina, 2-metil-etanolamina e 2-etil-etanolamina combinadas com o acido

acético. Isso foi possivelmente gerado pela presenca da hidroxila em sua estrutura.
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Figura 4.20 - Comparacao do rendimento global de glicose dos LIPs utilizados.

90 -

80 { _1AA
< - V73 AHS
> 70 4 * |
()
§60- | .
%) T
2 50 4
5 . :
)
,g 30 4 . v
Qo T
£ 5 ) 1 (Y7
2 a7 O
Sl 7 _
X . L7 L 7

2HE M-2HE E-2HE DE TE BE

LIP
Legenda: AA — Acetato; AHS: Hidrogenossulfato.

Por ordem de eficiéncia, temos: 2HEAA < M-2HEAA < E-2HEAA < BEAA
< TEAA < BEAHS < DEAHS < TEAHS < E-2HEAHS < M-2HEAHS < 2HEAHS.

Ja na Figura 4.21 é realizada a comparacao em relacdo ao rendimento
global de xilose ao final da hidrélise enzimatica. E visivel que todos os LIPs com

acetato foram melhores em relagdo ao rendimento de xilose que os demais.

Em ordem de eficiéncia, temos: M-2HEAA < 2HEAA < E-2HEAA < TEAA
< BEAA < DEAA < TEAHS < DEAHS < E-2HEAHS < M-2HEAHS < BEAHS <
2HEAA.
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Figura 4.21 - Comparacao do rendimento global de xiloses dos LIPs
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Legenda: AA — Acetato; AHS: Hidrogenossulfato.

Em termos de eficiéncia na analise de rendimentos de glicose e xilose,
praticamente todos os LIPs com acetato foram melhores quando comparados aos
demais, exceto a DEAA e DEAHS que ndo mostraram diferenga de eficiéncia tao
siginificativa.

E possivel afirmar que os LIPs sintetizados com &cido acético apresentam
melhores resultados de rendimentos de hidrélise quando compardo ao acido
sulfarico. Isso se deve ao fato do acido sulfurico dar ao LIP uma caracteristica muito
acida e possuir em sua estrutura final dois prétons disponiveis para o pré-
tratamento, como ja foi citado no item 4.2.5.2 e possivelmente ndo modificou a
estrutura da celulose para um ataque mais eficiente das enzimas na etapa

subsequente, como também néo deslignificou a biomassa.

Ha varias variaveis que podem influenciar no pré-tratamento com esses
LIPs, além da diferenca de anions. A viscosidade é um desses fatores, pois todos os
LIPs sintetizados possuiram variabilidade nas suas viscosidades, entre 16—923
mPa/s dependendo da combinagdo do cation e do anion. Sabe-se que altas
viscosidades sao fatores de limitagdes dos LlIs e acarretam diretamente em aumento
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de custos do processo e complexibilidade de operacdes, como por exemplo mistura,
que implica também na eficacia do processo em termo de transferéncia e reacao de

massa.

Para minimizar essa viscosidade diversos trabalhos optam pela adi¢éo de
agua no processo. Nesse estudo foram utilizados 15% de agua (m/m) que
acarretaram na diminuicdo da viscosidade do LI e nédo afetou o rendimento do
processo quando comparado ao trabalho desenvolvido dentro do grupo de pesquisa
por Rocha (2016) que utilizou condicées anidras e foram obtidos rendimentos de
glicose de 68,5%.

A utilizacdo de agua é uma estratégia recomendada desde que nao haja
reducao significativa na eficacia do pré-tratamento. Esta estratégia foi demonstrada
também no trabalho de George et al. (2015) em que misturas de LI-agua com agua a
20% (m/m) foram empregados com sucesso para o pré-tratamento de switchgrass,
no trabalho de Verdia et al. (2014) que comprovaram essa eficacia com agua a 20%
(m/m) para pré-tratar Miscanthus giganteus e Hou et al. (2013) que utilizou misturas
de Ll-agua de 5 a 80% de LI (m/m) para pré-tratar bagaco de cana e confirmou que
altas concentracbes de agua diminuem a eficacia do processo. Com base nesses
autores o LIP nao requer condicoes anidras para ser eficaz no pré-tratamento de

biomassa.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSAO

Neste trabalho o objetivo principal foi estudar a influéncia de diversos LIPs
no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agcucar, em diferentes condicoes, e
confirmar sua efetividade, por meio de hidrélise enzimatica, com a conversao de

carboidratos da biomassa em acgucares fermentesciveis.

Os 12 LIPs utilizados para o estudo depois de sintetizados e analisados
apresentaram o6tima eficiéncia na sintese, sendo condizentes com o produto

esperado da reacdo de neutralizacdo acido base de Bronsted.

A partir dos LIPs sintetizados, o 2HEAA foi utilizado para avaliar
diferentes condicdes de pré-tratamento (tempo e temperatura) com adicdo de agua
ao processo. A etapa de caracterizacao do bagaco apos pré-tratamento mostrou alta
solubilizacdo de lignina e parcialmente de celulose e hemicelulose nas variaveis
estudadas. Isto confirmou a efetiva interacdo do 2HEAA no pré-tratamento de
bagaco mesmo nas condicoes mais severas do planejamento experimental (150°C
por 160 min).

Foram observadas baixas solubilizacdes de celulose e hemiceluloses
durante a etapa de pré-tratamento. Na etapa de hidrélise enziméatica foi obtida uma
conversao de celulose em glicose de 72% e de hemiceluloses em xilose de 45,6%,
considerando a melhor condicdo de pré-tratamento (150°C por 160 min). A partir
disso a temperatura de 150°C foi considerada a mais viavel para a continuidade dos

experimentos com esse LIP.

Um estudo cinético utilizando o 2HEAA mostrou que é possivel reduzir o
tempo de pré-tratamento e ainda obter altas concentragdes de glicose apds 48 h de
hidrélise enziméatica. O LIP apresentou conversao de celulose de 77,4% para 2 h de
pré-tratamento a 150°C.

Com o intuito de alcangar uma maior conversado da fragdo hemiceluldsica
da biomassa pré-tratada, um ensaio com a adicdo do coquetel enzimatico Cellic
Htec2, junto a Cellic Ctec2, foi realizado utilizando o pré-tratamento 2HEAA (2h a
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150°C). Este complexo enzimatico favoreceu a nao s6 a conversao das
hemiceluloses quanto a da celulose, 77,4% e 80,6%, respectivamente.

A utilizagdo do 2HEAA no pré-tratamento se mostrou eficiente mesmo na
presenca da agua de sintese e de processo (considerando a umidade do bagaco)
(LIP:H2O 5:1 m/m), o bagaco nao passou por reducao em seu tamanho de particula,
e manteve-se uma carga de sélidos considerada alta no pré-tratamento e na
hidrolise enzimatica (10%). Esses fatores ndo influenciaram nas conversdes de
celulose e nos rendimentos globais de hidrélise comparados a trabalhos

encontrados na literatura e do préprio grupo de pesquisa.

Para a triagem dos LIPs os que possuem em sua estrutura os acetatos
sdo considerados mais eficientes e apresentam rendimentos globais de glicose entre
23,5 e 72,1%, enquanto os que possuem o anion hidrogenossulfato variam entre
15,5 e 32,8%.

No grupo do anion acetato, o LIP que se mostrou mais eficiente foi o 2-
HEAA com 80,5% de rendimento de glicose na hidrélise e que apresenta a menor
cadeia de cation, seguido do M-2HEAA com 71,3%.

Os LIPs com hidrogenossulfato ndo apresentaram bons resultados de
rendimentos globais, pois o acido sulfurico utilizado para sintese deixa o LIP com
caracteristicas muito acidas e nao alcancam bom desempenho de pré-tratamento. A
hip6tese é que a estrutura da celulose ndo é modificada e ndo ha solubilizacdo de

lignina.

O estudo mais aprofundado dos LIPs no bagaco de cana-de-aglcar esta
em continuidade pelo grupo de pesquisa. O 2HEAA se mostrou como bom solvente
para solubilizacdo da lignina e manteve grande parte da celulose e das

hemiceluloses disponiveis para hidrélise enzimatica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Realizacdo de investigacbes para o desenvolvimento de LIPs que
podem combinar eficacia no pré-tratamento de biomassa com a capacidade de ser
recuperado e reutilizado;

- Otimizacdo na lavagem do bagago para alcangar uma maior

recuperacao de lignina com a utilizacao de outros antissolventes;

- Estudo para aumentar a concentragédo de agua adicionada ao processo

de pré-tratamento e para recuperacao e reaproveitamento de LIP no processo.

- Avaliacdo de outros &cidos com as bases aminas testadas e
principalmente a exploraragdo da monoetanolamina que se mostrou muito eficiente

para o pré-tratamento de bagaco;

- Estudo da caracterizacdo do bagaco pré-tratado com M-2HEAA que

alcancou rendimentos de glicose préximos ao 2HEAA;

- Avaliacdo da composicdo do bagaco pré-tratado com os LIPs que
possuem o anion hidrogenossulfato para que seja possivel compreender melhor o
qgue houve na reacao de pré-tratamento;

- Exploraracdo da dosagem correta da Cellic Htec2 combinada com a
Cellic Ctec2 para alcangar maior rendimento de conversdo de celulose e

hemiceluloses na hidrélise enzimatica;
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APENDICE A - Caracterizacdo dos LIPs

1. Densidade

Medida utilizando densimetro Anton Paar DMA- 5000 com tubo em
formato de U, precisdo de 0,0001 g/cm® e variacdo de 0,3°C em sua temperatura

interna. A faixa de temperatura verificada foi de 25°C.

2. Viscosidade

Medida em viscosimetro de rolamento automatico de esfera da Anton
Paar, modelo SVM 3000, caLIPar nimero 4.0 e esfera de 3.0 mm. Entre 30 e 60 °C

foi a temperatura do intervalo de estudo de viscosidade.

3. pH

Utilizou-se pHmetro da marca Digimed, modelo DM-22, utilizado em

temperatura ambiente.

4, TG (Temperatura de degradacgao)

Foi utilizada uma faixa de 25 a 400°C, com taxa de aquecimento de
10°C/min e vazao de 50mL/min, sob uma atmosfera inerte de nitrogénio e usando
analisador termogravimétrico da marca Shimadzu, modelo TGA 50M. A amostra de
aproximadamente 15 mg foi pesada em balanca microanalitica (precisdo de 0.1ug)

da marca Mettler Toledo, modelo MX5.

5. RMN

Foram realizadas analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
carbono-13 ("*C) e hidrogénio (*H) em espectrémetro Bruker, modelo Avance DPX-
250 MHz. Para os experimentos de RMN, a preparacdo das amostras consistiu em

dissolver 20 mg em 0,5 mL de 4gua deuterada. Apds a completa diluicdo do LI no
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solvente, a solucéo foi transferida para o tubo de 5 mm padrdao de RMN e inserida no

equipamento.
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APENDICE B - Analises de caracterizacdo do bagaco de cana-de-agucar

A caracterizagcdo quimica da biomassa foi realizada segundo Sluiter et
al.(2016).

1. Determinacao do teor de umidade

Esta andlise tem por objetivo medir a quantidade de agua, a 105°C, na
amostra de bagaco. O teor de umidade é calculado utilizando o analisador de
umidade por infravermelho, (GEHAKA - IV2000). A balanca é tarada e sao pesados
aproximadamente 0,5 g do material e determinada a porcentagem de umidade no
final do tempo.

O célculo para a quantidade de material umido, a ser usado nos ensaios
experimentais é determinado pela seguinte Equacao 3:

Materialgeco (g) X 100

Materialgmido (g) = (3)

100—umidade g,

2. Determinacéao do teor de cinzas

Com o objetivo de quantificar o material inorganico da amostra, este
procedimento foi empregado nas analises da biomassa in natura e pré-tratada, e
consistiu nas etapas seguintes.

Os cadinhos foram levados a estufa por 3 h e posteriormente colocados
em um dessecador para serem pesados quando resfriados (Mi). Nos cadinhos
devidamente pesados séo colocados cerca de 2,0 g da amostra descontando o teor
da umidade (My).

Os cadinhos foram levados para a mufla e a calcinacao foi programada
em trés rampas de aquecimento. A primeira sequéncia a mufla esta a 105°C por 18
minutos, seguidos de 250°C por 37 minutos e por fim, 575°C por 3 horas e 20
minutos. Apds o resfriamento da mufla, os cadinhos foram transferidos para a estufa

por 3h, em seguida levados a um dessecador para resfriamento e, posteriormente,
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efetuada a pesagem em uma balanca analitica, tendo suas massas devidamente
anotadas (Ms).
O teor de cinzas foi calculado a partir da Equagéo 4:

Teor de cinzas o) = M3I\Z2M1 (4)

3. Determinacéao de extrativos

A analise de extrativos tem por finalidade remover o material nao
estrutural da biomassa antes da quantificacdo da lignina e dos carboidratos, para
que nao haja interferéncia nestas etapas. Essa analise é realizada somente no
bagaco in natura e estd baseada na norma NREL “Determination of Extractives in
Biomass” (SLUITER et al, 2005) e adaptada por RABELO (2010).

Foram pesados 3 gramas de bagaco (em base seca) (M) dentro de
cartuchos feitos a partir de papel de filtro. Os cartuchos sao inseridos
individualmente em cada Soxhlet e sdo adicionados 190,0 mL de alcool etilico em

cada balao de vidro do extrator juntamente com pedras de ebulicéo.

O banho de refrigeracao para circulagcdo da agua nos condensadores do
sistema € ajustado para 10 °C e as placas de aquecimento do Soxhlet sdo ajustadas
para fornecer pelo menos 10 sifona¢des por hora, e manter o ciclo de extracdo para
que o solvente em torno do cartucho de extracdo se torne incolor, regulando os

mantos de aquecimento se necessario.

Por fim, ha transferéncia dos sélidos para cadinhos de filtracao (M2) com
placa porosa, ja devidamente secos e pesados. O material é lavado com 100 mL de
etanol, com filtracdo a vacuo, e posterior secagem em estufa a 105 °C até a
obtenc&o de uma massa constante (Ms).

Para o célculo de extrativos é utiilzado a seguinte Equagéo 5:

M;—- (M3—M;)

w2 x 100 (5)

Extrativos ¢, =
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4, Determinacdo de carboidratos, lignina total, grupo acetil, furfural e 5-
hidroximetilfurfural

As andlises seguintes tem como objetivo a determinacdo de xilose,
arabinose, glicose, celobiose, lignina solluvel e insoluvel e serdo baseadas nos
procedimentos padroes do NREL “Determination of Acid Soluble Lignin
Concentration Curve by UV-Vis-Spectroscopy (HYMAN et al, 2007), “Determination
of Acid-Insoluble Lignin in Biomass” (TEMPLETON e EHRMAN, 1995),
“Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass” (SLUITER et al.,
2008a), “Determination of Sugars, Byproducts and Degradation Products in Liquid
Fraction Process Samples (SLUITER et al, 2008b), nas normas ASTM
“Determination of Carbohydrates in Biomass by High Performance Liquid
Chromatography” (ASTM E1758, 1996) e “Test Method for the Determination of Acid-
Insoluble Residue in Biomass” (ASTM E1721, 1995). As analises de quantificacao
foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), modelo 1260
da marca Infinity HPLC Agilent Technologies com detector de indice de refracéo IR e
DAD UV-Vis.

5. Hidrélise acida

Para a realizacdo dos experimentos, de acordo com as normas citadas
anteriormente, foi necessario que o bagaco esteja livre de extrativos, tenha umidade

menor que 10% e esteja moido a uma granulometria de 0,08mm.

Foi pesado 0,3 g de amostra de bagaco em tubos de ensaio e adicionou
3,0 mL de acido sulfurico a 72% (m/m) em cada tubo. Os tubos foram encubados em
um banho termostatico a 30°C por 1 h. A cada 10 minutos, os contedados nos tubos
foram homogeneizados com a ajuda de um bastao de vidro, sem remover os tubos

do banho, a fim de garantir uma hidrélise homogénea.

Apés este tempo, foram adicionados 84 mL de agua destilada e os tubos
foram fechados, e autoclavados a 121°C por 1 hora, com a finalidade de hidrolisar
totalmente os oligdmeros formados. Posteriormente, os frascos foram retirados da
autoclave e resfriados a temperatura ambiente para ser filtrado a vacuo em cadinho
de filtracdo, previamente seco e pesado. O conteudo filtrado foi analisado
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posteriormente quanto a lignina soluvel, furfural, 5-hidroximetilfurfural, grupo acetil e
carboidratos e o material retido no cadinho, por sua vez, € utilizado para analisar a

lignina insolavel.

6. Determinacgéo de lignina soluvel

A determinacdo da lignina soluvel foi determinada por medida de
absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel em cubeta de quartzo e a 280nm.
Cada hidrolisado &cido foi diluido de acordo com sua coloracao para baldes

volumétricos de 100 mL que devem ser aferidos com agua destilada.

Segue a Equacéo 6 para o calculo de teor de lignina solavel:
Teor de lignina soluvel oy = (C]S‘I\Z—fFD) * 100 (6)

Cis = (41,87. (A — App) — 0,3279).1073 e  App = Cy&; + Cye,
Onde:

At - absorbancia da solucao de lignina junto com os produtos de degradacao, em
280 nm;

App - absorbancia, a 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos acucares (furfural
e HMF), calculada através da Equacdo 4, cujas concentracdes C; e C, serdo
determinadas previamente por CLAE e €1 e € sédo as absortividades de furfural e
HMF (146,85 e 114,00 Lg'cm™), determinadas experimentalmente (HYMAN et al.,
2007);

Cis - concentragao de lignina soluvel, em g/L;
Vs - Volume do hidrolisado filtrado, 0,084 L;
FD - fator de diluicdo do hidrolisado;

M, - massa do bagaco utilizando na hidrélise, em gramas.

7. Determinagéo de Lignina Klason (insoluvel)

Apos a filtragem realizada no item 4.1 deste apéndice, o material retido no
cadinho de filtracdo foi lavado com agua destilada. Apds esse procedimento, o
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material retido no filtro foi colocado em uma estufa a 100°C até massa constante.
Em seguida, este foi removido da estufa e deixado em desssecador até temperatura
ambiente, para posteriormente ser pesado.

Uma fragdo desse material insoluvel € constituido de cinzas e para nao
haver uma superestimacdao dos dados de lignina insoluvel, o teor de cinzas foi
determinado para o material, segundo o item 2 (Apéndice B), e assim descontado do
valor de lignina insoluvel obtida.

O célculo do teor de lignina insoluvel segue na Equagéo 7:
. . - /. _ Mc+1—Mc 3
Teor de lignina insoluvel (¢, = (;/[—a) x 100 — cinzas ) (7)

Onde:
M., — Massa do cadinho + lignina insollvel seca, em gramas;
M. — Massa do cadinho, em gramas;

M, — Massa da amostra seca, em gramas.

8. Determinacao de carboidratos

Os acucares celobiose, xilose, glicose e arabinose, presentes no filtrado
da hidrélise acida, item 4.1 deste apéndice, tém seus teores determinados por
HPLC. Além disso, as amostras provenientes da hidrélise enzimatica também tém

seus acucares quantificados.

No HPLC foi utilizado uma coluna BioRad Aminex, HPX87H, equipada
com pré-coluna no em detector RID. As condicbes de analise sdo: Volume de
injecdo de 15 pL; Fase mével de H,SO4 0,01N desgaseificada; Taxa de fluxo de 0,6
mL/min; Tempo de corrida de 13 minutos; Temperatura de RID e forno da coluna de

35°C para ambas.

Para as amostras de caracterizacao, foram filtrados 2 mL diretamente em
vials utilizando membrana de celulose com poros de 0,22 um (JetBiofil). Ja para as
amostras de hidrélise enzimatica, os tubos de eppendorf foram centrifugados (Catel,
NT810) a 3280 rpm por 10 minutos. Ap6s o termino da centrifugagdo, o
sobrenadante foi filtrado utilizando a membrana de celulos com poros de 0,22 um e
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diluidas em agua MiliQ, na proporcao de 1:4 (v/v), para que nao ocorra extrapolacao
da curva de calibracao.

As curvas de calibragdo sao previamente determinadas com amostras de
D-(+) celobiose, D-glicose, D-xilose, D-arabinose com concentragdes conhecidas de
4g/L para a hidrélise acida, e na hidrélize enzimatica as concentracbes sao
respectivamente 10, 20, 10 e 5 g/L.

As concentracdes dos acucares estudados foram obtidas pela correlagéo
entre as areas dos cromatogramas e suas respectivas curvas padrdo. Para os

calculos de concentracao, foi utilizada a Equacéao 8:

A(;ﬁcares(%) _ (CCLAE-CI\I/\I-I/filtradO) 100 (8)

Onde:
CupL - concentracao do agucar quantificado por HPLC, em g/L;

CA - anidro corregao para calcular a concentracao polimérica dos acucares dada a
concentragdo monomérica dos acgucares. Para a glicose, celobiose, xilose e
arabinose temos, 0,90; 0,95; 0,88 e 0,88, respectivamente (KAAR e BRINK, 1991a;
KAAR et al., 1991Db).;

Viitrado - VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087 L;

M; - massa do bagaco utilizando na hidrélise, descontado o teor de umidade, em g.

9. Determinacao de furfural e 5-hidroximetilfurfural

Para andlise de furfural e 5-hidroximetilfurfural (HMF) foi utilizada uma
coluna Nova-Pak C18, 4 um (Waters) e detector DAD. As condi¢des de analise sao:
Volume de injecao de 20uL; Fase mével de acetonitrila/agua (1:8 com 1% de acido
acético) desgaseificada; Taxa de fluxo de 0,8 mL/min; Tempo de corrida de 10
minutos; Temperatura de DAD e forno da coluna sdo ambiente e 30°C,
respectivamente; Comprimento de onda de 280 nm.

As areas dos picos correspondentes ao furfural e 5-hidroximetilfurfural sédo
utilizados para calcular suas concentragbes na amostra com base na curva de

calibracao feita em concentracdes de 0,1 a 0,01 g/L, respectivamente. Além disso,
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os fatores de conversao utilizados para o furfural é 1,37 e o 5-hidroximetilfurfural é
1,29.

Para os calculos das concentracées, sdo utilizadas as Equagéo 9 e 10:

ChpLCFC.V filtrado
Furfural e = ( HPLC " filtrad ) .100 (9)

Onde:

CHpLc - concentracdo de furfural quantificado por HPLC, em g/L;
FC - fator de converséo do furfural, 1,37;

Viirado - VOlume do hidrolisado filtrado, 0,084 L;

M; - massa do bagacgo utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em

grama.

_ (CupLc-FC.Vfiltrado
HMF(y, = (FHEeTiade) 100 (10)

Onde:

CupLc - concentragao de acido acético quantificado por HPLC, em g/L;
FC - fator de converséo do 5-hidroximetilfurfural, 1,20;

Viirado - VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L;

Mi - massa do bagacgo utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em

grama.

10. Determinacéo do grupo acetil

O acido acético sera quantificado através da coluna acida Biorad Aminex,
HPX87H, equipada com uma pré-coluna no detector RID. As condi¢cdes de anadlise
sao: Volume de injecao de 15 pL; Fase mével de Ho.SO4 0,01N desgaseificada; Taxa
de fluxo de 0,6 mL/min; Tempo de corrida de 18 minutos; Temperatura de RID e

forno da coluna de 30 e 35°C, respectivamente.

As areas obtidas pelo cromatograma, correspondentes ao acido acético,
sao utilizadas para calcular a concentracao dos grupos acetil com base na curva de
calibracao feita na concentracdo de 4g/L de acido acético. Além disso, € necessario
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o fator de conversao de 0,72, utilizado para transformar o teor de acido acético em
acetato (KAAR e BRINK, 1991a; KAAR et al., 1991D).

Para os calculos foi utilizada a Equacéo 11 abaixo:

c FC.Vfiltrado
Acetato g, = ( HPLC le“ d ) .100 (11)

Onde:

CupLc - concentracao de acido acético quantificado por HPLC, em ¢/L;
FC - fator de converséo do acido acético, 0,72;

Viirado - VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087 L;

M; - massa do bagacgo utilizado na hidrélise descontado o teor de umidade, em

grama.

11.  Lignina insoluvel do licor de pré-tratamento

O licor disponivel ap6s o pré-tratamento e ja com a adicdo do
antissolvente (agua) foi levado para centrifuga por 10 minutos a uma rotacao de
3060g. O sobrenadante foi armazenado em frasco plastico e mantido sob
refrigeracao para posterior analise, caso necessario.

O precipitado foi lavado com agua destilada e centrifugado até a retirada
total de residuos do licor (por exemplo, LIP) e em seguida levado para estufa a uma
temperatura média de 75°C até sua secagem completa para a sua pesagem e assim
se obter a massa (lignina insoluvel).

A lignina insoluvel é baseada na quantidade de biomassa in natura em

base seca utilizada no pré-tratamento.
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APENDICE C - Atividade enzimatica

A atividade enzimética da enzima é determinada de acordo com a
metodologia de Ghose (1987), Wood et al. (1988) e Adney e Baker (1996), conforme
recomendado pela IUPAC.

A andlise de proteina total da enzima € determinada de acordo com a
metodologia de Brandford (1976).

1. Solugcao tampao

Para o preparo do tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8, 10,5 g de &acido
citrico monohidratado foram dissolvidos em 37,5 mL de agua destilada. Em seguida,
foi adicionado hidréxido de sodio até que a solucao atinja o pH de 4,3. O volume da
solucao € completado para 50 mL e, em seguida, mede-se o0 pH. Quando necessario
mais hidréxido de sédio é adicionado a solugao para que o pH atinja 4,5 e, assim,
obtenha-se uma solucdo tampao de citrato pH 4,5 a 1 mol/L. Para obter a
concentracdo de 0,05 mol/L, a solugdo de 50 mL sera transferida para um balédo
volumétrico de 1 L, que tem seu volume aferido com &agua destilada. Neste

momento, o pH deve subir para 4,8.

2. Reagente DNS (acido dinitro-3,5-salicilico)

Descrita por RABELO, (2010), para preparar a solucdo DNS foi
necessario dissolver 10,6 g de reagente DNS e 19,8 g de NaOH em 1000 mL de
agua destilada. Adicionou-se 7,6 mL de fenol fundido a 50 °C e 8,3 g de meta-
bissulfito de sédio. O material foi filtrado com papel de filtro Whatman n® 1, em
seguida foi transferido o reagente em um frasco &mbar e estocou sob refrigeracéo.

Na determinacao dos acgucares redutores totais (ART), foi transferido 100
mL do reagente de DNS para um béquer, adicionou-ser 30,6 g de tartarato de sédio
e potassio e dissolveu o material com agitacao e leve aquecimento. Em seguinda
aferiu o volume com agua destilada para 141,6 mL, filtrou o material com papel de
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fitro Whatman n® 1, e identificour o frasco como solucdo padrdao de DNS para

posterior utiilzacdo na atividade enzimatica.

3. Reagente de Brandford

O reagente de Brandford foi preparado pela diluicado de 100 mg do
corante Brilliant Blue BG-250 em 50 mL de etanol 95%, em seguida foram

adicionados 100 mL de acido fosférico 85% (m/v) e a mistura foi diluida em 1 L.

4. Atividade da celulase

Para essa analise, foi utilizada a solucdo tampao e reagente DNS (item 1
e 2 deste apéndice), para determinacdo dos acucares redutores totais (ART)
utilizadas para a quantificacdo destes acucares liberados durante a andlise da

atividade enzimatica da celulase.

Também foi construida uma curva analitica de glicose, com
concentracdes de 0,00 até 2,50 mg/mL de glicose. Foi realizada a leitura das
amostras em espectrofotbmetro a 540 nm apds a aplicacdo do método DNS, para
que seja possivel obter um grafico linear da concentracdo de glicose (acucar

redutor) em funcao da absorbancia.

A atividade da celulase é determinada como unidade de papel de filtro
(Filter Paper Unit — FPU). A reagéao foi realizada em tubos de ensaio em que séo
adicionados 1,0 mL do tampé&o citrato, 50 mg de papel de filtro e 0,5 mL da enzima
em diferentes diluigdes. Os tubos foram incubados em banho termostatico a 50°C
por 60 minutos. Ap6s o final da reacao é aplicado o método DNS em cada amostra e
realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm. Uma vez obtidas as leituras de
absorbancia, foi possivel determinar a concentracdo de ART liberado pela enzima,

calculada através da curva analitica de glicose, previamente obtida.

Para calculo da atividade da celulase, foi utilizada a seguinte Equacgao 12
(GHOSE, 1987):

2,0

FPU/mL = — :
(0,18016.0,5.60.[fator de dilui¢io da enzima])

pumol. min~!. mL™?!
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FPU/mL = 0057 (12)

[fator de dilui¢do da enzimal]

Para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada
na liberacao de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto é, 2,0/0,18016 umol
de 50 mg de papel de filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reacao.

5. Proteina total do complexo hemicelulolitico

A proteina total foi realizada pelo método de calorimétrico de Bradford.
Para esta analise foi utilizado o reagente de Brandford (item 3 deste apéndice), no
qual foram adicionados 3 mL do reagente a 0,3 mL da solucéo protéica. Em seguida,
a absorbancia da solucao foi medida no comprimento de onda de 595 nm no
espectrofotobmetro UV-1203 — Shimadzu.

A concentracdo das proteinas foi determinada utilizando uma curva de
calibracao baseada em Albumina de soro bovina - Sigma A-2153 com a adicdo de

2,1% de agua destilada como padrao.
Para o calculo da determinacao da concentracao de proteina foi utilizada
a Equacéo (13) abaixo.

ABS—b—(BE
_ ABSb-@)

CP D (13)

Onde:

CP — concentracao de proteina em mg/mL;

ABS — absorbancia;

b — coeficiente linear da curva padrao de Bradford;

a — coeficiente angular da curva padrao de Bradford;
BE — absorbéncia do branco da enzima;

D — diluicdo do extrato enzimatico.
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APENDICE D - Calculo de rendimentos do pré-tratamento, conversao e de
rendimento global da hidrdlise.

Os célculos de rendimentos das etapas de pré-tratamento, conversao e
de rendimento global da hidrélise sdo calculados com base a metodologia adotada
por Rabelo (2010).

O rendimento do pré-tratamento foi calculado com a comparacdo do
bagaco em base seca (g) que entra no reator (antes do pré-tratamento) com o

bagaco final obtido apds o pré-tratamento.

A conversdo de celulose em glicose e de hemiceluloses em xiloses foi
calculada apés a determinacdo da composicao quimica do material subsequente a
etapa de pré-tratamento (caracterizacdo do material pré-tratado) e a quantificacao
dos agucares presentes no meio reacional apos a hidrélise enzimatica (Equacéo 14).

Para o fator de conversédo da celulose é considerado 0,9.

Concentracgio de agtcar x 0,9
i £ 100 (14)

Conversido(%) = - ——
Concentracgio de celulose apés pré—tratamento

Ja o rendimento global da hidrélise foi calculado a partir da quantidade de
glicose ou xilose obtida apés hidrolise em comparacdo com a glicose ou xilose
disponivel no bagaco antes do pré-tratamento.



