UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSAMENTO DE MATERIAIS E
CATALISE

Felipe de Souza Miranda

ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
UTILIZANDO PLASMA EM LIQUIDOS

Sao José dos Campos
2013



Felipe de Souza Miranda

ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
UTILIZANDO PLASMA EM LIQUIDOS

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo de Mestrado
Profissional em Processamento de Materiais e
Catalise, como complementacdo dos créditos
necessarios para obtencao do titulo de mestre

em Processamento de Materiais e Catalise.

Orientadora: Profa. Dra. LUcia Vieira Santos

Co-Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Savio Pessoa

Séao José dos Campos
2013






Fundagiio
F@ Valeparaibana de -
Ensino

. Aa
BIBLIOTEC

TERMO DE AUTORIZACAO DE DIVULGAGCAO DA OBRA

Ficha catalografica

Miranda, Felipe de Souza
ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-AGUCAR
UTILIZANDO PLASMA EM LIQuIDOS [/ Felipe de Souza Miranda;
orientadora, Licia Vieira Santos; co-orientador Rodrigo Savio
Pessoa. - S3o José dos Campos, SP, 2013.
1 CD-ROM, 90 p.

Dissertagdo (Mestrado Profissional) - Universidade do Vale do
Paraiba, S3do José dos Campos. Programa de Pés-Graduagdo em
Processamento de Materiails e Catédlise.

Inclui referéncias

1. Processamento de Materiais e Catdlise. 2. Bioetanol. 3.
Cana-de-agicar. 4. Hidrdélise. 5. Plasma. I. Vieira Santos, Llcia,
orient. II. Savic Pessoa, Rodrigo, co-orient. III. Universidade
do Vale do Paraiba. Programa de Pés-Graduagio em Processamento de
Materiais e Catalise. IV. Titulo.

Eu, Felipe de Souza Miranda, autor(a) da obra acima referenciada:

Autorizo a divulgacao total ou parcial da obra impressa, digital ou fixada em
outro tipo de midia, bem como, a sua reproducéo total ou parcial, devendo o
usuario da reproducao atribuir os créditos ao autor da obra, citando a fonte.

Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os principios da moral e da ética e n&o violou qualquer direito de
propriedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.

Sé&o José dos Campos, 25 de Novembro de 2013.

/

Autor(a) do Obra

Data da defesa: 04 /11 / 2013




ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
UTILIZANDO PLASMA EM LIQUIDOS

Dissertacdo de Mestrado aprovada como requisito parcial & obtencédo do grau de
Mestre em Processamento de Materiais e Catélise, do Programa de POs-
Graduacdo em Processamento de Materiais e Catalise, do Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos,

SP, pela seguinte banca examinadora.

Prof. DI Josﬁ Giraldo da Cruz Prad@BE)

Prof. Dr. on{ero Séntlago Magiel (UNIVAP)

?Ctév(iﬁd e

LA
Profa. Dra. Lfﬂc},a[\?ieira Santos (UNIVAP)
[ ]

{

Profa. Dra. Sandra Maria Fonseca da Costa.
Diretora do IP&D — UNIVAP.
S&o José dos Campos, 4 de novembro de 2013.



Dedicatoria

A minha familia

A minha mae Mathilde, por sempre me dar forcas para continuar, me apoiando e
sempre me incentivando a continuar lutando pelos meus objetivos, ao Fernando meu
irmao, melhor amigo e muitas vezes meu pai, pois ao contrario do que parece é ele
guem sempre cuidou de mim. Ao Elias meu padrasto por cuidar da minha familia e
de mim como um verdadeiro pai. A Aline minha namorada por me amar, entender e

estar ao meu lado em todas as dificuldades pelas quais passei.

Amo todos Vocés



Agradecimentos

Primeiramente a Deus por me dar forcas em momentos de dificuldades.

A Professora Dra. Lucia Vieira Santos por ter me aceitado como seu aluno e ter me
ensinado tanto durante esses anos. Muito obrigado pela confianca que depositou em

mim.

Ao Professor Dr. Rodrigo Savio Pessoa por sempre estar disposto a ajudar,

colaborando muito para a realizacdo deste trabalho.

Ao Professor Dr. Homero Santiago Maciel pelos conselhos e por sempre confiar no

meu potencial.

Ao Roberson José da Silva por sempre estar disposto a tirar davidas e me ajudar

muito em meu trabalho.
Ao Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), por ter
cedido os laboratérios, pesquisadores e técnicos para realizacdo de ensaios, em

especial a Sarita Candida Rabelo e Chanel Moacyr de Carli.

Ao Dr. José Geraldo da Cruz Pradella, pesquisador do CTBE, por todo ensinamento

e atencao dada.

A todos os professores do programa de mestrado profissional em processamento de

materiais e catalise, principalmente ao coordenador Professor. Dr. Liu Yao Cho.

Aos meus colegas de laboratério do grupo NanoTecPlasma, em especial a Fernanda

por sempre ter me ajudado em meu trabalho, pela atencdo e paciéncia.

Aos meus colegas de turma.



Ao Engenheiro Marco Antonio pela oportunidade, pois sem vocé néo teria conhecido
todas estas pessoas maravilhosas.

Ao professor Jodo Luiz Teixeira Pinto pelos conselhos e ensinamentos.

A todos os funcionarios da Universidade do Vale do Paraiba, em especial aos
funcionérios do IP&D.

A Priscila Leite pelos ensaios de MEV.

Finalmente, a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor
fosse feito. N&o sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o

que era antes”.

Martin Luther King



ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR
UTILIZANDO PLASMA EM LIQUIDOS

Resumo

A necessidade mundial de obtencdo de novas fontes de energias vem motivando
diversos tipos de pesquisas a fim suprir a escassez eminente dos combustiveis
fosseis, nesse cenario tornou-se promissor o uso dos materiais lignoceluldsicos,
como o bagaco e palha de cana-de-acucar que tem demonstrado grande potencial,
ja que a partir deles é possivel obter o etanol de segunda geracdo. Este trabalho
apresenta os resultados referentes ao estudo da utilizagdo de uma nova tecnologia
de pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar, por meio de um reator de descarga
por barreira dielétrica com incidéncia em liquidos, que diferentemente da técnica de
plasma a seco explorado na literatura, possibilita tratar a biomassa presente como
um todo e ndo apenas sua superficie. Essa modificacdo de processamento faz com
gue o bagaco de cana-de-acucar pré-tratado se torne mais acessivel as enzimas
hidroliticas garantindo, dessa maneira, uma maior solubilizacdo dos acucares a
serem utilizados no processo de obtencdo do etanol de segunda geracao. Além da
utilizacéo do reator de plasma por barreira dielétrica, também foram feitas variacdes
no pH das solugbes utilizadas para o pré-tratamento. As amostras foram tratadas
com trés diferentes tipos de pH (3, 10 e 12), o que possibilitou a analise da influéncia
do pH no pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar, pois como visto na literatura,
cada pH torna possivel a remocédo de um determinado componente da biomassa.
Para cada amostra tratada no reator de plasma por barreira dielétrica foram feitos
trés tratamentos correspondentes denominados Brancos. Os Brancos das amostras
sao ensaios executados com as mesmas condi¢des de tempo, temperatura, massa
e pH das solucbes, porém sem a acdo do plasma. Consequentemente, tornou-se
possivel avaliar, mediante a comparacdo dos resultados, o efeito do plasma sobre
biomassa tratada. Amostras do bagaco de cana-de-agUcar foram submetidas a
analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), com a finalidade de detectar
as modificagbes morfologicas decorrentes do pré-tratamento. Foi feita a

caracterizacdo quimica das amostras utilizando Cromatografia Liquida de Alta



eficiéncia (CLAE), para quantificar cada componente que permaneceu na biomassa
e nos liquidos resultantes ap6s o pré-tratamento. Por fim, todas as amostras com e
sem pré-tratamento a plasma passaram pelo processo de hidrdlise enzimatica, o que
permitiu verificar a quantidade de acucar liberado, onde aliquotas foram retiradas
nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, periodo no qual o processo de hidrolise atinge o
ponto maximo de conversdo. A utilizagcdo da tecnologia de plasmas para o pré-
tratamento de materiais lignocelulésicos mostrou-se como uma promissora
ferramenta a ser utilizada no processo de producao de etanol de segunda geracéao.
Os resultados obtidos com o pré-tratamento a plasma juntamente com a solucdo de
pH 12 demonstraram uma grande modificagcdo na biomassa, que alcangou o maior
grau de extracdo de lignina, propiciando assim maior liberacdo de glicose durante

processo de hidrélise enzimatica.

Palavras-chave: Bioetanol, Cana-de-acucar, Hidrélise, Lignocelulésicos, Plasma.



STUDY OF PRETREATMENT OF SUGAR CANE BAGASSE USING
PLASMA IN LIQUIDS

Abstract

The worldwide necessity to obtain new sources of energy has motivated many types
of research to supply the imminent shortage of fossil fuels. In this scenario,
lignocellulosic materials such as bagasse and sugar cane have shown great
potential, because from them is possible to obtain the second generation ethanol.
This thesis presents the study of a new technology for pre - treatment of sugar cane
bagasse through a reactor discharge based on dielectric barrier leading to plasma
incidence in liquid, different from the dry plasma technique explored in the literature.
This reactor makes possible the treatment of the biomass present as a whole and not
just the material surface. This modification of process makes the pretreated
sugarcane bagasse becomes more accessible to hydrolytic enzymes thereby
ensuring a greater solubilization of sugars to be used in the process of obtaining the
second-generation ethanol. In addition to the use of the plasma reactor by dielectric
barrier, changes in the pH of the solutions used for pre- treatment were made, the
samples being treated with three different pH (3, 10, 12), allowing analysis of
influence of pH in the pretreatment of sugarcane bagasse. As seen in the literature
for each pH, a particular component of the biomass it possible to remove. For each
sample treated in the plasma reactor by dielectric barrier were made three
corresponding treatments called Whites. Whites were samples tests performed under
the same conditions of time, temperature, mass and pH of the solutions, but without
the action of the plasma. This makes possible to evaluate the results by comparing
the effect of plasma on treated biomass. Samples of sugar cane were analyzed by
Scanning Electron Microscopy (SEM), in order to detect morphological changes
resulting from pretreatment. Plasma pretreated bagasse was analyzed regarding its
chemical composition using a High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) to
quantify each component that remained in liquid and in biomass resulting after pre-

treatment. Finally all the samples with and without plasma pretreatment were



submitted to enzymatic hydrolysis , which allowed verifying the amount of sugar
released, at times O , 24, 48 and 72 hours. The use of plasma technology for
pretreatment of lignocellulosic materials proved to be a promising tool to be used in
the production of second generation ethanol. The results obtained with the plasma
pretreatment with the solution under pH 12 showed a large change in biomass, which
reached the highest degree of extraction of lignin, which resulted in higher glucose

release during enzymatic hydrolysis process.

Key-words: Bioethanol, cane sugar, hydrolysis, Lignocellulosic, Plasma.
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1. Introducéo

O desenvolvimento social e a necessidade de locomocédo fazem com que a
demanda por energia cres¢a cada vez mais, aumentando o interesse da sociedade e
principalmente das inddstrias em novas formas de obtencédo de fontes de energias,
tornando crescente, também, a preocupacdo pela utilizacdo de fontes energéticas
gue causem menos impactos ao meio ambiente. Além disso, tem se tornado cada
vez mais oneroso e dificil o acesso aos combustiveis fésseis, que também sao
responsaveis por grande parte dos residuos poluentes langados no meio ambiente
acarretando uma série de problemas ecoldgicos pelo mundo. Por esse motivo, a
obtencdo de biocombustiveis comeca a ganhar forca no cenario mundial, gerando
também debates a respeito das vantagens e possiveis desvantagens de sua
producao.

Uma questdo importante que deve ser levada em consideracdo é a
disponibilidade de terras para cultivo de alimentos e producéo de biocombustiveis. A
utilizacdo de terras agricultaveis para producdo de biocombustiveis e os impactos
que serdo gerados na disponibilidade futura para geracdo de alimentos, tendo em
vista o crescimento populacdo mundial, tornaram-se assunto constante de debates
na comunidade cientifica [1].

O incremento de novas tecnologias empregadas no setor agricola desencadeou
um aumento na obtencdo de produtos e subprodutos. Atualmente, pesquisas em
laboratorio estdo voltadas para utilizacdo desses subprodutos, como alternativa
econbmica para producao de biocombustiveis [2].

A utilizacdo de variados tipos de biomassas vegetais como fontes de energia
renovavel, mesmo néo sendo capaz de substituir completamente o consumo de
petréleo e de seus derivados, pode ser considerada como um importante auxilio na
reducdo dos impactos ambientais causados pelo incessante consumo destes. Varias
nacdes vém se organizando estrategicamente para a obtencdo desse novo meio de
geracdo de energia, e a0 mesmo tempo em que buscam aumentar a sua oferta
visando a diminuicdo dos custos, crescem as preocupagfes com 0 meio ambiente
[3].

Nesse sentido, as biomassas residuais, de natureza lignocelulosica, assumem

um papel indispensavel para solucdo do problema de disponibilizacdo de terras
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agricultaveis e suprimento da demanda energética. Residuos agricolas e
agroindustriais, que antes eram utilizados como adubo, combustivel de caldeiras ou
ficavam ao relento gerando impactos ambientais, hoje, representam uma fonte de
oportunidades inestimavel para producédo de biocombustiveis e outros compostos de
extensa faixa de valores [1].

Materiais lignoceluldsicos possuem um bom potencial para a producao de etanol,
0 bagaco de cana-de-acucar € um dos mais utilizados no Brasil. Isso se deve ao fato
de que o bagaco apresenta varias vantagens, como ja se encontra em uma forma
processada pelas moendas das usinas, e em grandes quantidades, podendo ser
utilizado no local, o que reduz os custos de transporte, tornando sua producdo mais
acessivel e de baixo custo [4].

O uso do bagaco, para fins energéticos, pode ser feita através de processos de
combustéo e gaseificacdo onde seus polissacarideos podem ser liberados por meio
da hidrdlise [5]. A hidrdlise da celulose executa a quebra das ligacdes por pontes de
hidrogénio nas fracdes de hemicelulése e de celulose em seus componentes do
acucar: pentoses e hexoses. Esses acucares podem entdo ser fermentados para a
producdo do bioetanol. Diversos processos de hidrélise da biomassa lignocelulésica
estdo sendo estudados e empregados em nivel de pesquisa quanto uma escala
industrial para fins diversos [6].

Porém, para se ter um bom aproveitamento desses materiais, faz-se necessario
aperfeicoar processos anteriores a hidrolise para que a mesma consiga ter um bom
rendimento e assim possibilite uma maior producdo do biocombustivel. O maior
obstaculo existente para um processo eficiente ainda € um bom pré-tratamento da

biomassa.

1.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento, aplicagéo e a avaliagdo de um
método de pré-tratamento de biomassa do bagaco de cana-de-agucar, utilizando um
reator de plasma em liquidos, a fim de aumentar a eficiéncia do processo de
converséo de biomassa em etanol.

Para alcancar esse objetivo o trabalho foi dividido em algumas etapas:



1) Projeto e desenvolvimento do reator.

2) Estudo das melhores condicdbes de configuragdo de distancia e
distribuicdo dos eletrodos utilizados para possibilitar maior area de contato
da descarga com a massa a ser tratada.

3) Estudo das condicdes do pré-tratamento da biomassa em relacdo ao
tempo, a temperatura de processo e ao pH da solucdo de Na,CO3z+NaOH.

4) Analise da biomassa e liquidos resultantes com e sem a utilizacdo do pre-
tratamento a plasma.

5) Rendimento de hidrélise enzimética e comparacao dos resultados entre os

parametros variados no processo de pré-tratamento.

1.2. Estrutura da dissertacao

Este trabalho esta dividido em capitulos cujos contetdos estdo descritos a
seguir.

O Capitulo 1, “Introducédo”, apresenta a motivacdo, o0s objetivos e
organizacao deste trabalho.

No Capitulo 2, “Revisao Bibliografica”, apresenta as principais caracteristicas
da cana-de-acucar, sua composicao quimica e estrutural. Além disso, apresenta
uma revisdo dos principais métodos de pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acucar, os métodos de obtencdo de acucares fermentaveis que sdo utilizados
para a producdo do etanol de segunda geracao e também as caracteristicas do
plasma utilizado neste trabalho para o pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acucar.

No Capitulo 3, “Materiais e métodos”, € apresentada a descricao detalhada
do procedimento experimental.

No Capitulo 4, “Resultados e discussdes”, sdo apresentados os resultados
obtidos apds os procedimentos experimentais.

No Capitulo 5, “Conclusdes e Trabalhos futuros”, encontra-se a conclusao do
trabalho e sugestdes de aprimoramentos do sistema para utilizacdo em trabalhos

futuros.



Por fim, no Capitulo 6, “Trabalhos apresentados em congressos e Pedidos
de Patente”, apresenta os trabalhos apresentados em congressos e também o

pedido de patente gerado a partir deste trabalho.



2. Revisao Bibliografica

A cana-de-acucar é cultivada em todas as regides geogréaficas do Brasil. O seu
cultivo continua crescendo em areas proximas as usinas e em dezenas de novos
empreendimentos que estdo sendo instalado nas ultimas safras, em areas do oeste
de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, norte e
nordeste brasileiro. A tecnologia aplicada no setor agricola canavieiro é notavel e
inclui varios fatores como: desenvolvimento de variedades para ambientes e
manejos especificos, métodos de preparo e conservagdo do solo, desenvolvimento
de plantio e colheita mecanizada e aplicacdo de técnicas gerenciais especificas na
producao [7].

O incremento de novas tecnologias empregadas no setor agricola desencadeou
um aumento na obtencdo de produtos e subprodutos. Atualmente, pesquisas em
laboratorio estdo voltadas para utilizacdo de um destes subprodutos, o bagaco da
cana-de-acucar (gerado em grande quantidade pela agroindustria brasileira) como
alternativa econémica para producdo de biocombustivel em um processo que
envolve varias etapas, tais como, pré-tratamento, hidrélise e fermentacao alcodlica.

Um dos desafios da producdo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica
consiste em determinar o melhor processo para obtencdo dos monossacarideos. O
processo de hidrolise escolhido deve ser economicamente viavel, em termos de
custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado.

No Brasil, o bagaco de cana € um dos subprodutos disponiveis em maior
guantidade. Estima-se que, a cada tonelada de cana moida, obtém-se 280 kg de
bagaco, sendo que a cada ano sédo produzidos de 5 a 12 milhfes de toneladas
desse material correspondendo a cerca de 30% do total da cana moida. O bagaco
de cana é uma abundante fonte de material lignocelulésico, sendo uma alternativa
significante para o aumento da producdo de etanol. Apresenta também as seguintes
caracteristicas: facilidade de obtencdo e transporte, alta concentracdo de
carboidratos e baixo custo de colheita e armazenagem [8].



2.1. Cana-de-acgucar

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum) é uma graminea originaria da india e
introduzida no Brasil na época colonial, sendo hoje muito cultivada em regides
tropicais e subtropicais do pais. As gramineas constituem uma grande familia de
plantas da classe das monocotileddneas, de folhas envolventes e caule em geral
oco. Desde a sua origem até os dias atuais ela vem passando por modificacdes, 0
que resultou em varias espécies, as quais diferem entre si principalmente quanto ao
conteuldo de fibras e acucares. Hoje, a maior parte da cana-de-agucar cultivada € um
hibrido de planta original com outras espécies da mesma familia [9]. Como a maior
parte das plantas, a cana-de-agUcar apresenta um eixo principal, denominado talo,
de onde emergem as raizes, as folhas e as inflorescéncias (Figura 1). Dos
constituintes da cana-de-acucar, apenas o talo vem apresentando valor econémico

por sua capacidade de acumulacéo de acucares e producéo de fibras.
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§'Z <—— Inflorescéncia

=

Figura 1. Constituintes da cana-de-agucar adaptado [10].



Estruturalmente, a cana consiste de varios tipos de tecidos, tais como o cortex
(ou casca), tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. O cortex é composto de
fibras muito lignificadas, sendo caracterizado pela espessura da parede celular,
comprimento e rigidez de suas fibras. Esse tecido confere protecéo contra os efeitos
mecanicos externos, servindo de suporte para a planta. A parte interior do talo é
constituida por um tecido parenquimatoso (medula) de carater ndo fibroso, o qual
possui como principal funcdo o armazenamento do suco adocicado produzido pela
planta. Imerso dentro desse tecido encontram-se as hastes fibrovasculares,
compostas de fibras curtas e vasos que atuam na sustentacdo e conducdo dos
alimentos e outros produtos ao longo da planta [11].

De um modo geral, o bagaco consiste de fibras e medula, nas proporcbes de
aproximadamente 65% e 35%, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 1. As

células que constituem as fracbes de fibra e de medula sdo bastante diferentes

fisicamente.
Tabela 1. Composicao fisica média do bagaco de cana-de-acucar [12].
Fibras Casca 50%
Vasos e vasculares 15%
Material nao fibroso Medula 30%
Epiderme néo fibrosa 5%

As fibras possuem uma grande razao comprimento/diametro (cerca de 70) e um
elevado coeficiente de expansdo e contracdo sob processos de umedecimento e
secagem. Isso ocasiona forte integracdo entre as fibras e contribui para forca e
coesdo necessarias para a producéo de papel. As células da medula sdo de formas
e tamanhos irregulares com a razéo diametro/comprimento por volta de cinco.

Assim como outros materiais lignocelulésicos, o bagaco de cana-de-acucar é
constituido principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, podendo ser utilizado
na producdo de polpas celuldsicas, das quais podem ser obtidos diversos produtos

como, por exemplo, o etanol.



O Brasil é o maior produtor de cana-de-acUcar para a industria de acUcar e
alcool. Apés a separacdo da garapa, da qual sdo produzidos o acucar e o alcool
etilico, o bagaco que sobra é em parte queimado para a geracéo de calor e energia
para a propria usina [13] e, atualmente, vem sendo comercializado para reduzir os
problemas da crise no fornecimento de energia elétrica.

Devido ao excedente, foi estimado que as usinas de acUcar e alcool, podem
liberar de 30 a 50% do bagaco produzido para usos alternativos [14]. Dessa forma, o
uso do bagaco de cana como matéria-prima para a producédo de celulose e outros
produtos de maior valor agregado tem aumentado consideravelmente nas Ultimas
décadas, particularmente em paises onde h& pouca ou quase nenhuma

disponibilidade de madeira, como Cuba, india e China [15].

2.1.1. Produtos da cana-de-agucar

AclUcar e alcool sdo os principais produtos da agroindustria canavieira, sendo
que o acucar atende o mercado alimenticio e o &lcool pode ser utilizado como
anidro, quando adicionado a gasolina, e hidratado, quando é usado em carros
bicombustiveis, que podem ser movidos a gasolina ou a alcool. Nos ultimos anos,
cerca de 50% da cana-de-acucar produzida no Brasil destinou-se a producdo de
acucar e os outros 50% a producao de alcool [16]. As estimativas mostram que nos
préximos anos, a producdo de acucar alcancara 40 milhdes de toneladas, 14% a
mais que a safra 2011/2012, que foi de 35 milh&es. Para o alcool anidro, a producéo
na safra anterior foi de 8,5 bilhdes de litros, 15% a menos que o previsto para 0s
proximos anos, que sera de 9,8 bilhdes de litros. Porém, a producdo de etanol
hidratado sera 5,09% menor, atingindo 13,382 bilhdes de litros contra um volume
anterior de 14,101 bilhdes de litros [17]. Conforme salientado, a cana € a principal
matéria-prima para producdo de acUcar e alcool combustivel, mas ndo é a Unica
maneira de se obter etanol [18]. Existem outros meios de fabricacdo desse
combustivel, que pode ser produzido a partir de materiais lignoceluldsicos da cana-

de-acucar, gerado por usinas sucroalcooleiras, como o bagaco de cana [19].



2.2. Materiais lignocelul6sicos e sua constituicao

Materiais lignocelulésicos sédo formados por um emaranhado de biopolimeros de
estruturas cristalinas e amorfas compostas de trés fragdes principais (Figura 2). A
mais abundante é a celulose, um homopolissacarideo linear, formado por unidades
de glicose fortemente ligadas. Uma fracdo, denominada hemicelulose, constituida

por diversos acucares, principalmente por xilose, esta configurada em uma cadeia
facilmente hidrolisavel.
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Figura 2. Estrutura quimica dos materiais lignoceluldsicos [30].

Por ultimo, encontra-se uma série de alcoois arométicos polimerizados, fracdo
denominada Lignina, que, ligada a hemicelulose, envolve a celulose e a protege de

ataques hidroliticos, quimicos ou enzimaticos [20].



Sua estrutura integra representa um obstaculo a acdo de microrganismos, 0s
guais ndo possuem a capacidade de assimilar agregados moleculares tdo grandes.

A natureza e o homem se encarregaram de encontrar solu¢des para o problema,
criando uma série de formas de desestruturar tais compostos, tornando-os
acessiveis ao processo de transformagéo [1].

No entanto, consideraveis melhorias técnicas ainda sé&o necessérias antes de se
obter processos de producdo de bioetanol eficientes e economicamente viaveis
baseados em biomassas lignocelulésicas. Uma das maiores limitacdes ainda
continua sendo o custo elevado e permanente de enzimas envolvidas na conversao
da componente de celulose em acucares fermentéveis [21]. Conseguir uma rapida e
completa hidrélise de biomassa lignocelulésica a cargas baixas de proteinas ainda
continua sendo um grande desafio técnico na comercializacéo de etanol proveniente
de biomassa lignocelulésica [22]. A eficiéncia da sacarificacdo enzimética da
celulose esté correlacionada aos pré-tratamentos e a acessibilidade as microfibrilas.

A Figura 3 mostra um desenho esquematico das paredes estruturais da cana-de-
acucar e a posicao das microfibrilas compostas por cadeias de biopolimeros a serem
acessadas por enzimas celuloliticas durante o processo de hidrélise. O desempenho
da hidrélise da biomassa de cana-de-acUcar com coquetel enziméatico normalmente
atinge seu ponto de saturacdo apoOs algumas horas. A saturacdo ocorre porque
durante o curso de tempo de hidrélise a concentracdo de aglcares como a glucose e
celobiose é mantida constante, pois os materiais residuais do processo sdo mais de
50% de sua massa inicial, isto ocorre devido a recalcitrancia natural da biomassa
[23].

Muitos artigos relataram estudos sobre a recalcitrancia da biomassa da cana-de-
acucar, gerando diversos estudos referentes a diferentes tipos de pré-tratamentos
[24,25]. No entanto, ha uma lacuna entre os estudos relacionados com a
recalcitrancia da cana-de-acucar e possiveis tipos de pré-tratamentos a partir de
micro a nano escala, tornando-se necessaria uma compreensdao mais profunda da
estrutura da celulose para saber qual tipo de pré-tratamento € mais eficiente para

superar a recalcitrancia natural dos materiais lignoceluldsicos [26].
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Figura 3. Estrutura do bagaco de cana-de-aclcar [27].

2.2.1. Celulose

A celulose, cuja estrutura quimica e representada na Figura 4, é o
homopolissacarideo mais abundante na natureza, sendo base estrutural das células
das plantas. E uma das mais importantes substancias naturais produzidas pelos
organismos Vvivos e esta presente em todas as plantas, desde arvores altamente
desenvolvidas até em organismos mais primitivos. Seu conteddo nestas espécies
varia de 20 a 99%.

CH, OH aH
H 0 H
o OH H
-1 OoH H H
H H a
H oH I:HEDH

Figura 4. Representacéo da estrutura quimica da molécula de celulose.
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O seu isolamento é fortemente influenciado pelas substancias que acompanham
a celulose na parede celular. Compostos como gorduras, ceras, proteinas e pectina (
também conhecidos por extrativos) podem ser facilmente removidos por extracéo
com solventes organicos e alcalis diluidos. Sua cadeia se constitui de unidades de
anidroglicose, unidas por meio de ligagbes B-1, 4 — glicosidicas, resultando num
polimero de alto peso molecular [28].

As cadeias de celulose nas paredes celulares das plantas sdo arranjadas
compactamente, onde os grupos OH das moléculas de celulose sdo capazes de
formar dois tipos de ligacdes de hidrogénio (Figura 5). H& ligacbes de hidrogénio
entre unidades de glicose adjacente formando ligagdes intramoleculares, e ligacoes
de hidrogénio entre unidades de glicose de cadeias de celulose adjacentes
formando ligacBes intermoleculares. As interacdes intramoleculares sé&o
responsaveis por certa rigidez das cadeias unitarias e as ligagbes intermoleculares

séo responsaveis pela formacao da fibra vegetal [29].

Heo o
A
H

Figura 5. Ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular na celulose.
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Por esse polimero possuir uma tendéncia em formar ligagdes de hidrogénio, isto
resulta numa forte interacdo entre suas moléculas, de maneira que as cadeias se
unem formando feixes que apresentam regides nitidamente cristalinas, além de
regides amorfas. Essas duas estruturas, cristalina e amorfa, apresentam diferencas
quando se trata da digestibilidade da biomassa mediante ataque enzimético [30]. A
degradacéo da celulose cristalina é muito lenta quando comparada a por¢ao amorfa,
por isto, a degradacéo € iniciada nas partes amorfas, ja que sdo mais susceptiveis
de serem hidrolisadas.

Os processos de dissolucéo da celulose comecam com a degradacéo das fibras
e estruturas fibrilares e resulta na completa desintegracdo modificando o
comprimento das cadeias [22]. A degradacdo da estrutura supramolecular pode
ocorrer pela insercdo de grupos quimicos que efetuam a quebra das ligacbes
intermoleculares e solvatacdo das moléculas deslocadas da cadeia [20].

Pelo fato da celulose responder isoladamente por aproximadamente 40% de
toda reserva de carbono disponivel na biosfera, ela é considerada a fonte mais
abundante deste elemento base dos componentes organicos. A principal vantagem
da celulose quando comparada com derivados de petroleo, por exemplo, é sua

grande disponibilidade, uma vez que ela provém de matéria-prima renovavel.

2.2.2. Hemicelulose

A hemicelulose € um polissacarideo estrutural ramificado, heteropolimero,
complexo, com peso molecular mais baixo que o da celulose, varia entre 25.000 a
35.000. Estao associadas a celulose e a lignina nos tecidos vegetais e também é o
segundo polissacarideo natural mais abundante depois da celulose.

A hemicelulose é amorfa em seu estado natural e se difere da celulose pela
composicado de varias unidades de acucar, com cadeias moleculares menores e
ramificadas. Enquanto a celulose, como substancia quimica, contém exclusivamente
a D-glicose como unidade fundamental, a hemicelulése sédo polimeros, cuja
composicdo pode aparecer condensada em propor¢cbes variadas, as seguintes
unidades de acgucar: B-D-xilose, B-D-manose, [B-D-glicose, a-L-arabinose, a-D-
galactose, acido [(-D-glicourbnico, [p-D-galactourénico e acido a-D-4-
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metilglicourdnico, os quais sao polimeros complexos que, juntos, conferem
resisténcia aos materiais lignocelulésicos [31]. A estrutura da hemicelulose confere
propriedades biofisicas e biomecanicas sobre os tecidos vegetais, como também
sobre os produtos provenientes destes tecidos. Esta estrutura compreende cerca de
um quarto a um terco dos materiais vegetais, variando esta proporcao conforme as
espécies [32]. As hemiceluloses sao fragcbes ndo homogéneas e definidas como um

material soluvel alcalino. As estruturas principais estédo representadas na Figura 6.

Pentoses Hexoses Acidos hexuronicos ~ Desoxihexoses
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HO 0 HO ) HO 0 0
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1O
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o-L-arabinofuranose 0-D-galactopiranose acido ¢-D-galactourénico

Figura 6. Aclcares componentes das hemiceluloses [34].

Como mostrado na Figura 6, algumas das unidades de agucares que compdem
a hemicelulose possuem cinco atomos de carbono, sendo denominadas pentoses,
outras possuem seis atomos de carbono denominadas hexoses. Os polimeros
formados pela condensacao de pentoses e hexoses sdo chamados de pentosanas e
hexosanas respectivamente. As hemiceluloses ndo séo, portanto, um composto

qguimico definido, mas, sim, uma classe de compostos poliméricos presentes em
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vegetais fibrosos, possuindo cada uma destes componentes propriedades
caracteristicas.

Madeiras folhosas (eucalipto) e coniferas (pinheiros) diferem ndo sé na
porcentagem do total de hemiceluloses, mas, também, na porcentagem individual de
cada aclucar que compdem as hemiceluloses. Coniferas possuem uma maior
proporcdo de unidades de manose e galactose, quando comparado as folhosas.
Essas, por sua vez, apresentam uma maior proporcao de unidades de xilose e
grupos acetila que € encontrado em coniferas.

A celulose e hemicelulose apresentam algumas diferencas e, como ja citado, a
celulose é formada por unidades de glicose. Ja as hemiceluloses tém vérias
unidades de diferentes aglcares como pentoses, hexoses, acidos-hexurdnicos e
deoxi-hexoses. Esses acucares formam polimeros mais curtos e ramificados. Outra
diferenga importante é que a hemicelulose € mais facilmente hidrolisada, uma vez
que sua estrutura ramificada diminui as energias de ligacdes e a cristalinidade do
material.

As hemiceluloses se encontram no bagaco de cana-de-acucar na proporcéo de
25 a 27%, quando passam por um processo de pré-tratamento normalmente a sua
degradacédo leva a formacdo de novos produtos como o0s acglUcares pentoses e
hexoses, acidos de acucar, acidos alifaticos (acido acético, férmico e levulinico), e
furano aldeidos (5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural), (Figura 7), [33]. Apds passar
pelo processo de hidrolise acida podem ser decompostas em xilose, arabinose, e
uma parte menor pode ser degradada em fendis e outros compostos aroméaticos [33,
34]. O principal agucar encontrado nas hemiceluloses do bagaco é a xilose [30].
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Figura 7. Formacado de compostos a partir da hemicelulose apds os processos de pré-tratamento e
hidrélise acida (adaptado de [33]).

2.2.3. Lignina

7

A lignina, depois da celulose, € a macromolécula organica mais abundante
dentre os materiais lignoceluldsicos. E uma substancia que vai sendo incorporada
durante o crescimento do vegetal, sendo composta basicamente de unidades do
polimero fenilpropano que formam uma macromolécula tridimensional e amorfa. A
lignina representa de 20 a 30% da massa total do material lignocelulésico [35].

Diferentemente da celulose e hemicelulose, sua estrutura ndo pode ser
representada por uma combinacdo de unidades monomeéricas ligadas pelo mesmo
tipo de ligagdo quimica. S&o formadas por moléculas de massa molar elevada que
atuam como suportes para as fibras de celulose e também s&o constituidos por

unidades basicas guaiacil e sinapil que podem ser observadas na Figura 8.
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Figura 8. Unidades basicas de lignina.

A presenca da lignina nos materiais lignocelulosicos representa o principal
interferente para o processo de conversdo da biomassa, j& que é uma substancia
gue atua como uma barreira. Essa estrutura, juntamente com a celulose, apresenta-
se como uma molécula capaz de fornecer rigidez as plantas, sendo que a lignina
apresenta grande resisténcia ao ataque de microrganismos comuns [36].

Pesquisas evidenciam que quanto maior a remocdo da lignina maior sera a
digestibilidade da biomassa, entretanto, a extenséo da deslignificacdo € diferenciada
dependendo da origem do substrato [23].

A degradacdo da lignina envolve mdultiplas rea¢des bioquimicas que ocorrem
simultaneamente. Rupturas das ligacbes, hidroxilagbes e demetilacbes, dentre
outras reacgfes, devem acontecer para que essa estrutura seja perturbada
[37,38,39]. A seguir, tem-se a Figura 9, demonstrando a complexidade dessa

estrutura.
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Figura 9. Estrutura de lignina de Fagus sp [3030].

A lignina € insoltvel em &gua, tem caracteristicas de um termoplastico fundido e
€ empregada como fonte de energia [40]. Eletricidade e calor podem ser produzidos
pela queima da lignina para auxiliar o setor sucroalcooleiro na producéo de etanol, o
que pode aumentar a eficiéncia energética de todo o sistema. Tem sido empregado
na producdo de resinas fendlicas [40,41], suprimento animal [42], adesivos [41] e
estabilizante para plasticos e borrachas [43] dentre outras aplicagdes.

A concentragdo de lignina e sua distribuicdo na biomassa podem ser analisadas
por meio de microscopia ultravioleta. Sua maxima absorcdo é em 212 e 280 nm e
nenhum outro componente de grande ocorréncia presente na madeira absorve no

UV com as mesmas propriedades [44].
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2.3. Bagaco de cana-de-acUcar

O bagaco de cana-de-aclUcar representa a principal biomassa utilizada em
paises tropicais, principalmente por ser um material de grande disponibilidade em
destilarias sem custo adicional, além de apresentar alto teor de carboidrato e baixo
de lignina. Devido ao seu alto conteudo de carboidratos, o bagaco tem grande
potencial para gerar etanol combustivel e outros produtos.

E um material ndo homogéneo, contém a maior parte do material fibroso
presente na cana e € obtido durante processo de moagem da cana-de-agucar como
residuo apos a extracdo do caldo nas moendas. Sua composicédo quimica depende
da variedade da cana-de-acucar, tipo de solo, técnicas de colheita e manuseio [19].

Por se tratar de um material lignocelulésico, é constituido por lignina, celulose e
hemicelulose, sendo que a lignina impede a hidrélise das camadas mais internas.
Quimicamente, o bagagco apresenta aproximadamente 50% de a-celulose, 30% de
pentoses e 2,4% de cinzas. Comparando-se 0 seu teor de cinzas com o de outros
residuos de colheita como casca de arroz e palha de trigo, que apresentam teor de
cinzas de 17,5 e 11%, respectivamente, o bagaco de cana apresenta vantagens
para sua bioconverséao [45, 8]. Apresenta baixa densidade e, por ser muito fibroso, é
dificil tratd-lo como um soélido. Ndo € um material corrosivo, mas contém areia,
decorrente da colheita da cana e, por este motivo, pode ser abrasivo. O bagaco
Uumido tem teor de umidade em torno de 50 g 4gua/100 g bagaco, mas, dependendo
das condicdes de manuseio, pode variar na faixa de 47 a 55 g/100 g bagaco [19].

Sua composicao e estrutura morfoldgica variam de acordo com procedimentos
empregados no campo de cultivo da cana-de-agucar como tipo de solo, variedade
da cana, técnica de colheita e manuseio com maior ou menor arraste de terra, areia
e residuo vegetal e emprego ou ndo da queima da cana. Seu armazenamento
também €& um fator determinante no aspecto do bagaco [46]. Segundo Liu et al.
(2007), aproximadamente 54 milhdes de toneladas sdo produzidas anualmente no
mundo. O processamento do bagaco é vantajoso, pois 0s custos da colheita e da
lavagem deste material j& estdo incluidos no processo de extragdo do agucar [47].

Sua estocagem gera uma acdo microbioldgica de fermentacdo exotérmica, dada

a presenca de acucar residual e umidade, além de haver possibilidade de ocorrer
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combustdo espontanea [46]. A Tabela 2 demonstra a composi¢cao média do bagaco
de cana-de-agucar, englobando aspectos quimicos e fisicos.

Tabela 2. Composi¢cao média do bagaco de cana-de-agUcar [46, 48].

Composicado Quimica Média %
Carbono 39,7-49,0
Oxigénio 40,0 - 46,0
Hidrogénio 55-7,4
Nitrogénio e Cinzas 0,0-0,3
Propriedades fisico-quimicas

Umidade 50,0
Fibras 46,0
Brix 2,0

Impurezas minerais

Composicao média da fibra do

bagaco

Celulose 26,6 — 54,3
Hemicelulose 143-24.4
Lignina 22,7 -29,7

A utilizacdo do bagaco como as demais biomassas, pode ocorrer de diferentes
formas. Pode ser queimado para produzir calor ou eletricidade ou, ainda, pode ser
convertido em combustiveis atraves de fermentacdo. Para se produzir etanol a partir
do bagaco de cana-de-agucar, uma transformacdo deve ser feita: conversédo de
celulose e hemicelulose em seus monémeros constituintes (glicose e xilose) e
posterior conversdo destes mondmeros por meio da acdo de microrganismos. As
caracteristicas estruturais do bagaco e demais substratos tém sido divididas em dois
grupos e classificadas como fisicas ou quimicas. As quimicas englobam a
porcentagem da celulose, hemicelulose e lignina. As fisicas consistem na

acessibilidade da area superficial, cristalinidade, dureza, abrasividade, distribuicéo
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fisica da lignina na biomassa, grau de polimerizacdo, volume dos poros e tamanho

da particula da biomassa (fibras, agulhas e medula).

2.3.1. Caracteristicas

Uma das caracteristicas quando se trata de bagaco, dentre outras biomassas, é
a sua cristalinidade. O grau de cristalinidade da biomassa lignocelulésica é
considerado um fator importante para influenciar o andamento da hidrdlise. O indice
de cristalinidade, para materiais lignocelulésicos, tem como funcdo medir a
qguantidade de celulose cristalina relativa em todo o substrato. Segundo Chang e
Holtzapple (2000), apoOs pré-tratamento, o indice de cristalinidade pode sofrer
diminuicéo [49].

Sabe-se que, primeiramente, a regido amorfa da celulose € hidrolisada,
resultando em acumulacéo de celulose cristalina, fazendo com que seja mais dificil
hidrolisar o material. Em grande parte dos estudos que estabeleceram uma
correlacdo entre cristalinidade e hidrélise foram utilizados substratos de celulose
pura, que muito provavelmente ndo representam de maneira real um material
lignocelulésico, ja que se trata de um substrato heterogéneo, ao contrario da
celulose pura, que € um material homogéneo [50].

Sabe-se também que o tamanho das particulas da biomassa, mesmo as
particulas exageradamente grandes, ndo tem efeito sobre as conversdes
enzimaticas do bagaco [51].

Alguns autores relatam diminuigdes na area superficial acessivel de produtos da
hidrolise sem afetar significativamente a cristalinidade, ao passo que outros dizem
que diminuicdes na cristalinidade ocorrem quando ha também aumento na area
superficial acessivel durante a hidrélise. A discrepéncia nos conceitos na alteracdo
ou ndo da cristalinidade do substrato pode ser atribuida as variagbes em sua
constituicéo e as técnicas utilizadas para a sua caracterizagao [52, 53].

Outro fator importante, quando se fala em biomassa como o bagaco, € a sua
digestibilidade. Estudos mostraram que pode ser afetada diretamente por conta de
area superficial acessivel da biomassa. Gharpuray et al. (1983) e Sinitsyn et al.
(1991) determinaram que a area superficial especifica fosse um dos fatores

limitantes da hidrdlise enziméatica [54].
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Mesmo se um alto teor de enzima for utilizado, a digestibilidade enzimatica da
celulose em biomassa nativa é baixa (< 20%). Isso se deve as caracteristicas
estruturais da biomassa lignocelulosica, que é um complexo de polimeros de
carboidratos e lignina [55]. Em contrapartida, outros estudos mostram resultados
conflitantes quando se trata do efeito da area superficial acessivel na digestibilidade
da biomassa [56]. As divergéncias referentes a digestibilidade da biomassa sao
ocasionadas por existir diferentes métodos utilizados para determinar a area
superficial do material que se deseja estudar [57]. Sabe-se que a digestibilidade do
bagaco, dentre outros substratos, é alterada quando este material passa por um
processo denominado pré-tratamento. Na secao a seguir serdo destacados alguns
tipos de pré-tratamentos utilizados, os quais facilitam processos posteriores

destinados a producao de etanol.

2.3.2 Pré-tratamentos

Para converter carboidratos em etanol, estes polimeros devem ser quebrados
em acucares de menor peso molecular, basicamente mondmeros, antes que
microrganismos empregados na fermentacdo entrem em contato com o material.
Entretanto, a biomassa lignoceluldsica, em geral, é resistente a acdo da enzima
celulase devido a: sua cristalinidade, presenca de lignina, hemicelulose, éarea
superficial inacessivel e carater heterogéneo das particulas da biomassa. Por esse
motivo, pré-tratamentos sdo utilizados com o objetivo de alterar a matriz
lignoceluldsica da biomassa, com aumento da porosidade do material, reducdo da
cristalinidade e, consequentemente, aumento da digestibilidade da celulose,
tornando-a mais acessivel para o atague enzimatico.

O pré-tratamento é uma das etapas mais caras do processo de conversdo de
biomassa a acucares fermentesciveis [45, 58]. A Figura 10 mostra como 0 pré-

tratamento atua sobre os materiais lignocelulésicos.
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Figura 10. Esquema da atuacgdo do pré-tratamento em materiais lignocelulésicos (adaptado de [58]).

Um pré-tratamento eficaz e econémico deve satisfazer os seguintes requisitos:
(a) producéo de fibras celulésicas acessiveis para ataque enzimatico; (b) evitar a
destruicdo da hemicelulose e celulose; (c) evitar a formac&o de possiveis inibidores
de enzimas hidroliticas e microrganismos de fermentacao; (d) minimizar o consumo
de energia; (e) reduzir o custo da reducdo de tamanho de matérias-primas; (f)
reducdo do custo de materiais para a construcdo de reatores de pré-tratamento; (g)
produzir menos residuos; (h) consumo de pouco ou henhum produto quimico [59].

Os meétodos de pré-tratamento podem ser divididos em diferentes categorias:
fisicos (moagem e trituracdo), pirolise, fisico-quimicas (pré-tratamento a vapor / auto-
hidrélise, hidro-termolise, e oxidacdo), quimicos (acido, &lcali diluido, agentes
oxidantes, e solventes organicos), biologico, elétrico, ou uma combinacédo destes

[60]. Esses métodos estdo apresentados a seguir:
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2.3.2.1. Pré-tratamento Fisico/Mecéanico

As duas tecnologias de pré-tratamento fisico/mecanico que seguem abaixo séo
exemplos dos processos mais comuns utilizados para producao de etanol a partir da

biomassa lignoceluldsica.

Trituracdo: a trituracdo de materiais lignocelulésicos através de uma
combinacao de estilhacamento, trituracdo e/ou de moagem pode ser aplicado para
reduzir a cristalinidade de celulose. O tamanho dos materiais € geralmente 10-30
mm depois de estilhacamento e 0,2-2 mm ap6s moagem ou trituracéo [20].

Moagem: o uso de moinho de bolas vibratorio foi considerado mais eficaz do
gue a moagem normal na reducédo da cristalinidade da celulose e de aumento da
sua digestibilidade [61]. O tamanho final da particula e as caracteristicas da
biomassa determinam a poténcia necessaria para trituracdo mecanica dos materiais
agricolas [62]. O consumo de energia para a reducdo do tamanho de madeira dura e
de residuos agricolas, em funcdo do tamanho de particula final e o indice de
fragmentacao (reducdo de tamanho) foi quantificada por Cadoche et al. (1979) que
prop6s que, se o tamanho das particulas finais sdo mantidas a faixa de 3 -6 mm, a
energia utilizada para a pulverizacdo pode ser mantida abaixo de 30 kWh por
tonelada de biomassa. O consumo de energia € mais elevado do que o teor de
energia tedrica disponiveis na biomassa, na maioria dos casos. A irradiacdo de
celulose por raios y, que leva a clivagem da _-1,4-glucosidicas e oferece uma éarea
de superficie maior e uma menor cristalinidade, também tem sido testada [63]. Este
método € muito mais caro, no entanto, pode ser utilizado em processos de grande

escala [64].

2.3.2.2. Pré-tratamento fisico/quimico (exploséo a vapor)

Explosdo a vapor é o método mais comumente utilizado para o pré-tratamento
de materiais lignoceluldsicos [65]. Nesse método, a biomassa é tratada com alta
pressdo de vapor saturado, e, em seguida, a presséo € subitamente reduzida, o que

faz com que os materiais submetidos a uma descompresséo explosiva. Explosédo a
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vapor € tipicamente iniciada a uma temperatura de 160-260°C (pressao
correspondente, 0,69-4,83 MPa) durante alguns segundos a alguns minutos, antes
de o material ser exposto a pressao atmosférica [20]. A mistura de biomassa / vapor
€ mantida durante um periodo de tempo para promover a hidrélise da hemicelulose,
e 0 processo é finalizado por uma descompresséo explosiva. O processo provoca a
degradacdo da hemicelulose e a transformacgéo lignina devido a temperatura
elevada, aumentando assim o potencial de hidrolise da celulose. A hemicelulose é
hidrolisada por acidos acéticos liberados durante o pré-tratamento de explosédo a
vapor. Grous et al. relataram que a eficiéncia de 90% da hidrélise enzimatica foi
atingido em 24 horas para biomassas pré-tratadas por explosdo de vapor, em
comparacao com apenas 15% de hidrolise de biomassa néo tratada [66]. Acredita-se
gue a remocao das hemiceluloses das microfibrilas expde a superficie da celulose e
aumenta a acessibilidade da enzima para nas microfibrilas de celulose [67]. A lignina
é removida apenas numa extensdo limitada, durante o pré-tratamento, mas é
redistribuida sobre as superficies das fibras, como resultado de reacdes de fusdo e
de despolimerizacdo / repolimrizacdo [68]. O afastamento e da redistribuicdo de
hemicelulose e lignina aumenta o volume da amostra pré-tratada. A exposicao
rapida e intermitente a pressdo atmosférica em um fluxo turbulento causa a
fragmentacdo do material, aumentando, assim, a area de superficie acessivel [69].
Dependendo da intensidade do pré-tratamento, alguma degradacdo da celulose em

glicose pode acontecer [70].

2.3.2.3. Exploséao de fibra com amoniaco

Explosdo de fibra com amoniaco (Ammonia Fiber Explosion (AFEX)) é um
processo de pré-tratamento fisico-quimico em que a biomassa lignocelulésica é
exposta ao amoniaco liquido a temperatura e pressao elevadas durante um periodo
de tempo e, em seguida, a pressédo € subitamente reduzida. O processo AFEX é
muito semelhante a explosdo a vapor e trata-se da dosagem de amoniaco liquido
entre 1-2 kg de amoniaco / kg de biomassa seca, a temperatura é de 90 ° C, e 0
tempo de permanéncia sdo de 30 min. O pré-tratamento AFEX pode melhorar

significativamente a taxa de fermentacéo de biomassas diversas. A tecnologia AFEX
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tem sido utilizada para o pré-tratamento de materiais lignocelulésicos, incluindo
alfafa, palha de trigo, entre outros tipos [71]. Durante o pré-tratamento de apenas
uma pequena quantidade do material sélido € solubilizado, isto €, é removido quase
sem hemicelulose ou lignina. A hemicelulose € degradada em acucares oligoméricos
e desacetilados, que é provavelmente o motivo pelo qual a hemicelulose ndo se
torna solavel [72]. A estrutura do material é alterada, o que resulta no aumento da
capacidade de absorver agua, tendo uma maior digestibilidade [64]. O tratamento se
mostra eficaz com amostras de baixo teor de lignina, no entanto, o processo nao foi
muito eficaz para biomassa com maiores teores tais como madeiras e cascas de

nozes.

2.3.2.4. Exploséo com dioxido de carbono.

Em tentativas para desenvolver técnicas melhoradas de pré-tratamento de
biomassa lignocelulésica, surgiu ideia de utilizar explosédo supercritica de CO», 0 que
teria uma temperatura inferior a explosdo de vapor e, eventualmente, um custo
reduzido em relacdo a uma explosdo de amoniaco. Nesse processo um fluido
supercritico refere-se a um fluido que esta na forma gasosa, mas é comprimido a
temperaturas acima do seu ponto critico a uma densidade de liquido. Postula-se que
o dioxido de carbono forma acido carb6nico, quando dissolvido em &agua, o &cido
aumenta a taxa de hidrolise. Moléculas de dioxido de carbono s&o de dimensao
comparavel a agua e amoénia e deve ser capaz de penetrar 0s poros acessiveis a
pequenas moléculas de agua e amoniaco. O diéxido de carbono foi sugerido para
ser util na hidrélise da hemicelulose, assim como a celulose. Além disso, a baixa
temperatura evita a decomposicdo de monossacéaridos pelo &cido. Apdés uma
libertacdo de pressdo explosiva de dioxido de carbono, a disrupcdo da estrutura
celulosica aumenta a area de superficie acessivel do substrato para a hidrélise. Dale
et al.(1982) utilizaram esse método de pré-tratamento para tratar alfafa (4 kg de
COy/kg de fibra a uma presséo de 5,62 MPa) e obtiveram 75% de glucose liberada
durante 24 horas da hidrélise enzimatica [73]. Os rendimentos foram relativamente
baixos em comparacdo com o0s de pré-tratamentos a vapor de amonia ou de

explosdo, mas elevadas em comparacdo com a da hidrélise enziméatica, sem preé-
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tratamento. Zheng et al.(1998) fizeram comparac¢fes entre os métodos de exploséo
CO,, explosao a vapor e explosdo de amonia para pré-tratamento de uma mistura de
papel reciclado, bagaco de cana, residuos de papel reciclado e descobriram que a
explosdo de CO, foi mais rentavel do que a explosdo de amonia [74]. Além disso,
ndo causou a formacdo de compostos inibitérios que poderiam ocorrer em exploséao
de vapor. Um aumento r4pido da presséao facilitou a penetracdo das moléculas de
CO2 nas estruturas cristalinas, produzindo mais glucose apos a explosao; pois a
explosédo de CO2 é operada a temperaturas baixas, que ndo causa degradacdo dos
acucares, tais como a degradacdo de agucares observada com explosao a vapor,

devido a alta temperatura envolvida.

2.3.2.5. Peroxido de hidrogénio alcalino

O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino € um pré-tratamento
quimico. Como tal, tem como finalidade remover a lignina presente nos materiais
lignocelulésicos, mas sem afetar a cadeia celulésica. Sabe-se que pré-tratamentos
oxidativos degradam ou removem mais lignina que um pré-tratamento alcalino.
Quando se fala em pré-tratamento com perdxido, tem-se um tratamento que engloba
tanto aspecto alcalino quanto oxidativo e apresenta a capacidade de remover,
aproximadamente, metade da lignina presente no material em que é aplicado [75].

Segundo Azzam (1989), cerca de 50% da lignina e da hemicelulose do bagaco
de cana podem ser solubilizados com 2% de peréxido de hidrogénio a 30°C no
decorrer de 8 h [76]. Na etapa seguinte, quando empregada sacarificacdo pela acao
da celulase a 45°C durante 24 h, obtém-se 95% de eficiéncia na producao de glicose
a partir da celulose. Isso demonstra que o pré-tratamento oxidativo pode ser um
meio eficiente quando se deseja quebrar as cadeias lignocelulésicas, visando as
etapas posteriores de hidrolise e fermentacéo.

Outros trabalhos também tratam da aplicacdo do pré-tratamento com peroxido
de hidrogénio. Segundo Gould (1984), cerca de metade da lignina e grande
guantidade de hemicelulose de materiais lignoceluldésicos, como palha e outros
residuos de agricultura, foram solubilizados quando aplicado pré-tratamento com

peréxido de hidrogénio alcalino com concentracao de 1% (v/v) e pH ajustado em
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11,5, a uma temperatura ajustada de 25°C por um periodo de 18 as 24h, obtendo-se
rendimento em glicose de 100% [77]. Krishna et al.(1998) obtiveram resultados
satisfatorios quando folhas de cana-de-acucar foram pré-tratadas com peroxido de
hidrogénio alcalino [78]. Esse estudo resultou em rendimento de 92% na hidrdlise de
substrato pré-tratado a 50 °C e pH 4,5, utilizando-se celulase de Trichoderma reesei
a 40 FPU/g substrato em 48h. No trabalho de Rabelo (2007), o bagaco de cana-de-
acucar foi pré-tratado com peréxido de hidrogénio com concentracdo de 7,355%
(v/v) e pH ajustado em 11,5, temperatura de 25°C e tempo de reacdo de 1h, sendo

possivel obter resultados com rendimento de 84,07% [35].

2.3.2.6. Ozondlise como pré-tratamento

O tratamento com ozénio é uma forma de reduzir o teor de lignina de residuos
lignoceluldsicos. Isso resulta em um aumento da digestibilidade in vitro do material
tratado, e ao contrario de outros tratamentos quimicos, ele ndo produz residuos
toxicos. O ozbnio pode ser utilizado para degradar lignina e hemicelulose, em muitos
materiais lignoceluldsicos, tais como palha de trigo [79], o bagaco, o verde de feno,
amendoim de pinho [29], palha e algoddo [80]. A degradacdo € principalmente
limitada a lignina. Hemicelulose é um pouco afetada, mas a celulose ndo é. A taxa
de hidrélise enzimatica aumentada por um fator de 5 a 60% apds a remocao da
lignina da palha de trigo usando o pré-tratamento por ozonizacdo. O rendimento da
hidrolise enziméatica aumentou de 0% a 57% e a porcentagem de lignina diminuiu de
29% para 8%, apos pré-tratamento de ozondlise [81]. O pré-tratamento de ozonolise
tem uma vantagem de que as reacdes sao realizadas a temperatura ambiente e a
pressdo normal. Além disso, o fato de que o ozénio pode ser facilmente decomposto
por meio de um leito catalitico, ou aumentando a temperatura significa que o0s
processos podem ser desenvolvidos para minimizar a poluicdo ambiental [82]. Um
inconveniente da ozondlise € que uma grande quantidade de ozdnio é necessario, 0
que pode tornar 0 processo caro.

Embora todos estes tipos de pré-tratamentos tenham pontos fortes, eles ndo
conseguem atender toda ou boa parte dos requisitos necessarios para que seja um

processo eficiente e com baixo custo operacional, tornando-se necessario o
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desenvolvimento de um novo tipo de pré-tratamento, que preencha as necessidades

exigidas nestes processos.

2.4. Plasma elétrico

Plasma é um gas parcialmente ionizado, podendo-se afirmar que se trata do
quarto estado da matéria. O termo “ionizado” significa que pelo menos um elétron
nao esta ligado a um atomo ou molécula, convertendo-os em ions carregados
positivamente. Conforme a temperatura do ambiente aumenta, os atomos/moléculas
comecam a se tornar mais energéticos proporcionando a transformacdo da matéria
na seguinte sequéncia: sélido, liquido, gas e, finalmente, plasma, justificando o
termo quarto estado da matéria.

As cargas elétricas livres — elétrons e ions — fazem o plasma eletricamente
condutivo (algumas vezes até mais que ouro e cobre), internamente interativo, e
fortemente influencidvel por campos eletromagnéticos.

O estado de plasma pode ocorrer naturalmente, mas também pode ser gerado
pelo homem em laboratérios e industrias, os quais podem ser utilizados em
inUmeras aplicacdes, incluindo sintese de materiais, geracdo de energia
(termonuclear controlada), lasers, lampadas fluorescentes, dentre outras.

O Plasma é normalmente obtido quando ha energia suficiente das espécies do
gas, maior que a energia de ionizacdo, causando a partir de colisées, a ionizacéo e
producdo de ions e elétrons. Paralelamente e simultaneamente a ionizagcdo ocorre o0
processo inverso, que é a recombinacao de elétrons e ions de atomos neutros ou
moléculas. Precisando também da excitacdo das espécies atdmicas e moleculares.

Embora o plasma seja comumente produzido por descargas elétricas nos gases,
ele também pode ser obtido em solidos e liquidos, necessitando energia suficiente
para sua vaporizacdo e ionizacdo. Em sdlidos e liquidos pode-se obter plasma
mediante altas concentracdes de energias por meio de laser. No caso de plasma em
meio gasoso ele pode ser gerado e sustentado por energia eletromagnética que
pode ser obtida por diversas fontes, como: corrente continua, corrente alternada,

radiofrequéncia e micro-ondas.
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Conforme sua taxa de ionizagéo, o plasma pode ser classificado em quente ou
frio. E definido plasma quente quando gas € quase totalmente ionizado como no sol
(adquirindo temperaturas acima de 10’ K) ou em reatores tokamak de fus&o nucelar
(temperaturas maiores que 108 K).

J& os plasmas frios, com menor grau de ionizacdo e temperaturas mais baixas,
se dividem em dois subtipos, plasma térmico e ndo térmico, diferenciando-se quanto

ao equilibrio térmico das espécies do gas [83].

2.4.1. Plasmas atmosféricos: descarga por barreira dielétrica

A descarga por barreira dielétrica (DBD) pode ser usada para produzir um
grande volume de plasma ndo térmico a pressao atmosférica. Tais plasmas séo
fontes de espécies altamente reativas (radicais, o0z6nio, atomos e moléculas
excitadas) que podem ser usadas no tratamento de superficies poliméricas e
lignocelulésicas, na reducéo catalitica de NOyx e COx em processos industriais, na
oxidacdo de compostos organicos volateis e na producao de ozodnio [84, 85, 86].
Essas descargas tém demonstrado um grande potencial em aplicacfes industriais
de larga escala, pois realizadas a pressao atmosférica, apresentam baixos custos de
operacdo e manutencdo, devido a auséncia de sistemas de vacuo. Além disso, a
presenca de um dielétrico permite operar em altas tensdes alternadas, sem a
ocorréncia de arcos, tal fato € consequéncia do acumulo de cargas no dielétrico,
originando dessa forma, um campo elétrico contrario ao estabelecimento da
descarga em arco. Contrariamente a situacado onde ocorre a descarga em arco, onde
toda a energia se concentra num volume muito restrito, na configuragcdo DBD, a
energia é transferida na forma de microdescargas, distribuidas ao longo do volume
inteiro do sistema [87]. Esse aspecto € extremamente atraente para a utilizacao

dessa configurac&o no pré-tratamento de materiais.
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2.4.2. Plasmas em liquidos e efeito sobre a biomassa

A configuracédo de plasma por DBD gera microdescargas por todo volume do
reator, afetando toda a superficie das amostras a serem tratadas, mas no caso de
materiais lignocelulésicos para obtencdo de etanol segunda geracdo ndo é
necessario apenas o tratamento superficial, mas, também, em sua estrutura interna.
Para atingir o interior da biomassa € possivel se utilizar uma solucao liquida como
meio de transporte das espécies reativas produzidas pelo plasma; neste caso, o
plasma age como um catalisador iniciando as reagcdes com a sua incidéncia na

superficie do liquido presente, como mostrado na Figura 11.

— ——
—— ——

1

Figura 11. Representacdo das microdescargas na superficie do Liquido.

Uma vez que toda a biomassa estard submersa na solucéo liquida durante o
processo, isto assegura a interacdo destas espécies reativas com o interior da
biomassa e ndo apenas com a sua superficie, fazendo com que ocorra a remocao
de lignina, hemicelulose diminuindo a cristalinidade da celulose e aumentando sua
porosidade, e desta forma permite a biomassa restante sélida esteja mais acessivel

para as enzimas durante a hidrolise do material.

2.4.3.Reac0Oes decorrentes da incidéncia do plasma em meio liquido

Descargas elétricas geradas diretamente em liquido demonstram que iniciam
uma variedade de efeitos quimicos e fisicos, incluindo alto campo elétrico, radiacao
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intensa de ultravioleta, ondas de choque de sobrepressdo e, em particular, a
formacao de varias espécies quimicas reativas como os radicais (He, O, OH+) e
espécies moleculares como (H20,, Hz, O,, O3) [88].

A producdo dessas espécies quimicas também foi demonstrada em
descargas elétricas geradas na superficie do liquido. Essas espécies reativas e as
condi¢cdes fisicas desse tipo de descarga demonstraram serem efetivas na
degradacédo de componentes organicos e, também, na inativacdo de microrganismos
[89]. As principais espécies reativas produzidas em descargas elétricas com
incidéncia na superficie do liquido sdo: oxigénio atdémico, radicais hidroxilicos e
oz6nio. Além de produzir ions positivos e negativos como: O,+, H3O, O,-, Os-, e
seus clusters com moléculas neutras de agua e ar [90]. Quando a descarga é
aplicada sobre a superficie de uma solugcdo aquosa, € de esperar gque estas
espécies reativas se transfiram para o liquido, reagindo diretamente com materiais
ou poluentes presentes no liquido, podendo produzir radicais secundarios, como

mostrado nas reacdes (i) - (iii) [91].

O (gas) + HoO ——> 2* OH (lig) (i)
O " *(gas) + HoO ———= OH™ (lig) + * OH (liq) (ii)
02 *(gas) +H0 — 5 OH™ (lig) + * OzH (lig) (iii)

O ozdnio também é conhecido por dar origem a producédo de radicais OH, em

agua, em especial quando o pH da solucéo é bésica.

2.5. Hidrolise de materiais lignoceluldsicos

Desde o século XIX vem sendo estudado a producao de etanol pela hidrélise e
fermentacdo de materiais lignoceluldsico. Porém, nos ultimos anos os esforgos para
assegurar processos mais eficientes vém aumentando e com ele o éxito na
producdo do etanol de segunda geracdo. Com este cendrio promissor em um futuro

muito proximo sera possivel produzir o etanol de segunda geracdo em quase todas
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as regides do mundo, podendo ser aproveitado a grande quantidade de residuos
organicos das mais diversas fontes tendo ainda como contrapartida a diminuicdo dos
impactos ambientais causados por estes residuos.

Existem duas diferentes técnicas de obtencdo de acUcares fermentaveis a
partir de biomassas lignoceluldsicas que sao: hidrélise &cida, que possui dois tipos
onde uma utiliza acido concentrado, o outro acido diluido, e a hidrélise enzimatica.

Na hidrolise com acido concentrado, a hemicelulose e celulose presentes na
biomassa sédo quebradas usando solucbes aquosas de acidos minerais fortes, tais
como acido sulfarico, cloridrico ou fosforico, em baixas temperaturas (<100°C). A
principal desvantagem dessa técnica € que requer equipamentos altamente
resistentes a corrosdo, aumentando assim o custo do produto. Tipicamente, a fracdo
de hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente que a fracdo de celulose, e 0s
monossacarideos liberados da hemicelulose sdo expostos no meio reacional por
muito tempo, o que leva a degradacdo e perda desses acucares. A recuperacao do
acido usado no processo é essencial por razbes econdmicas e devido a problemas
ambientais [92].

No processo com &cido diluido, partes da hemicelulose e da celulose sé&o
hidrolisadas separadamente. A hemicelulose hidrolisada pode ser removida apés o
primeiro passo da hidrolise. Dessa forma, as condi¢Bes de hidrélise, tanto para a
hemicelulose quanto para a celulose, podem ser otimizadas. Porém, devido as altas
temperaturas aplicadas no segundo passo (aproximadamente 200°C), uma
quantidade consideravel de acUcares e lignina solivel sdo degradadas levando a
uma inibicdo durante o processo de fermentacao [93, 94, 95].

No processo enzimatico, a biomassa lignoceluldsica é primeiramente pré-tratada
para aumentar a acessibilidade ao ataque enzimatico. Durante o pré-tratamento, a
hemicelulose é hidrolisada em um processo similar ao primeiro passo da hidrélise
com acido diluido. No segundo passo, a hidrolise propriamente dita, a celulose é
quebrada através das enzimas celulases. Devido a condigbes mais suaves aplicadas
durante o processo, uma menor quantidade de subprodutos é liberada, resultando
em um alto rendimento de agucares fermentesciveis. Porém, para atingir uma alta
conversdo da celulose sdo necessarias altas concentracdes da enzima, o que

aumenta o custo de producao [96].
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3. Materiais e métodos

Os materiais e métodos estdo discriminados da seguinte forma: matéria prima;
preparacdo de amostras; separacdo de amostras; caracterizacdo quimica do
bagaco, teor de cinzas, determinac&o dos extrativos, Determinagéo da Lignina total e
carboidratos, Reagentes, reator a plasma esquema elétrico, condi¢cdes
experimentais investigadas, metodologia do pré-tratamento do bagaco de cana-de-

acucar e métodos de analise do material apds o tratamento a plasma.

3.1. Matéria prima

O material utilizado no processo estudado neste trabalho foi o bagaco de
cana-de-acucar in-natura, denominado lignocell 80, proveniente da usina de Santa

Rosa localizada na cidade de Boituva estado de Sao Paulo, fornecido pelo

Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE).

3.2. Preparacédo das amostras

Antes que a biomassa possa ser submetida ao processo de pré-tratamento,
primeiramente, é necessario determinar sua massa seca, por meio do calculo do teor
de umidade, o qual foi determinado utilizando o procedimento padrédo do National
Renewable Energy Laboratory (NREL) denominado “Determination of Total Solids in
Biomass” [97] e 0 procedimento executado por Rabelo (2010), [98].

Para o procedimento, foram utilizados béqueres de 100 mL que foram
previamente secos a 105°C em uma estufa, deixados em um dessecador para
esfriarem, posteriormente pesados em uma balanca analitica (M1). As amostras
foram pesadas utilizando os béqueres e suas massas foram anotadas (M2). As
amostras foram levadas a uma estufa a 105°C onde permaneceram por 12 horas,
apos este periodo foram retiradas e colocadas em um dessecador para esfriarem.
Os béqueres contendo o bagaco seco foram pesados tendo suas massas anotadas

(M3).
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M3 — M1
05 umidade = | 1 — ( —) X100
M2 — M1 1)
M1: massa do béquer vazio, em gramas;
M2: massa do béquer + amostra imida, em gramas;

M3: massa do béquer + amostra seca, em gramas.

3.2.1. Separacao das amostras

Para garantir que todas as partes que compdem o bagaco fossem tratadas,
foi necessario a homogeneizacdo das amostras por meio de quarteamento (Figura
12). O quarteamento € o processo de reducdo da amostra em pequenas porcoes
representativas da amostra inicial. Essa operacao pode ser manual ou mecanica.

Uma das formas de se proceder ao quarteamento é:

o colocar a amostra em cima de uma superficie limpa, de modo que a

amostra se disponha em forma de um cone;

o dividir o cone em partes iguais (geralmente 4 ou 8); e

° retirar metade das partes obtidas (uma sim, uma nao), misturando-as e
recomecar 0 processo até se reduzir a amostra ao peso desejado, que neste

caso foram de 10 gramas cada.

Figura 12. Amostras separadas ap6s quarteamento.

35



3.2.2. Caracterizacdo quimica do bagaco de cana-de-aguUcar

Os procedimentos para analise da composicdo quimica das amostras
utilizadas neste trabalho, conforme relatadas a seguir, foram feitas pelo Laboratério
Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), segundo protocolo do NREL.

Para a analise da composi¢cdo quimica do bagaco de cana-de-acucar, uma
quantidade de cada amostra foi passada por moinho de facas até conseguir um
material com particulas inferiores a 0,5 mm, que foram selecionadas através de uma
peneira de 20 mesh. Particulas retidas na peneira eram novamente moidas para que
a composicao quimica do material ndo fosse alterada.

Apés a moagem dos materiais e separacdo granulométrica, estes foram
analisados quanto ao teor de cinzas, extrativos, lignina total (lignina soltvel e lignina

insoluvel), celulose e hemicelulose [99].

3.2.2.1. Teor de cinzas

Para a determinacao do teor de cinzas na biomassa, foi utilizado como base o
procedimento padrdo do NREL denominado “Determination of Ash in Biomass” [100]
e no procedimento executado por Rabelo (2010), [98].

Para o procedimento, cadinhos de porcelana de 50 mL foram numerados e
pesados em uma balanca analitica tendo suas massas anotadas (M1). Pesou-se
cerca de 1g do material, descontando o teor da umidade, nos cadinhos previamente
pesados (M2). O material foi carbonizado em mufla a 800°C por 20 minutos. Apds
esse periodo, a mufla foi desligada e esperou-se cerca de 1 hora até que o material
resfriasse. Posteriormente os cadinhos foram transferidos para um dessecador e foi
efetuada a pesagem do material. A calcinacéo foi repetida por mais 15 minutos para

se verificar a constancia do peso (M3).
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Para o céalculo temos:

M3 — M1
Up CINZA = (

—) X100
M2 — M1

(@)

M1: massa do cadinho calcinado vazio, em gramas;
M2: massa do cadinho + massa do bagaco descontando teor de umidade, em
gramas;

M3: massa do cadinho com cinza, em gramas.

3.2.2.2. Determinacgé&o dos extrativos

Para a determinagdo dos extrativos, foi utilizado como base o procedimento
padrdao do NREL “Determination of Extractives in Biomass” [101] e no procedimento
executado por Rabelo (2010), [98].

Para o procedimento adicionou-se aproximadamente 4 g da amostra,
descontando o teor de umidade, ao cartucho de extracdo tendo sua massa
devidamente anotada (M1), em seguida adicionou-se 200 mL de agua destilada em
cada baldo do extrator juntamente com pérolas de vidro. Os baldes foram colocados
no extrator e o aquecimento ajustado para que fornecesse, no minimo, 10
sifonacdes por hora. A extracdo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho de
extracao se tornasse incolor.

ApOs a extragdo em agua, as amostras foram novamente submetidas a
extracdo, utilizando aproximadamente 200 mL de alcool etilico em cada baldo do
extrator. A extragcdo foi mantida até o desaparecimento total da coloracao.

Ao término da extracdo, os soélidos foram transferidos, tdo quantitativamente
qguanto possivel, para um funil de Buchner, lavados com aproximadamente 100 mL
de etanol, filtrados a vacuo e seco em uma estufa a 105°C até a massa constante,

determinada em balanca analitica (M2).
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Para o célculo do teor de extrativos no bagaco temos:

M1 — M2
04 EXTRATIVOS = (—) X100
M1 (3)

M1: massa do bagaco descontado o teor de umidade, em gramas;

M2: massa do bagaco livre de extrativos, em gramas.

3.2.2.3. Determinacgéo da lignina total e carboidratos

Para a determinacao da lignina total, celulose e hemicelulose, foram utilizados
como base o procedimento padrdao do NREL “Determination of Structural
Carbohydrates and Lignin in Biomass” [102] e o procedimento executado por Rabelo
(2010), [98].

Esse procedimento é divido em algumas etapas que serdo listadas a seguir:

1) Hidrdlise acida concentrada

Na hidrélise acida pesa-se aproximadamente 0,30 g de cada amostra de
bagaco (M1), descontando o teor de umidade, em tubos de ensaio devidamente
etiquetados. Adiciona-se 3 mL de acido sulfdrico a 72 % (m/m) em cada tubo. Os
tubos foram encubados em um banho termostatico a 30°C por 1 hora. Usando um
bastdo de vidro, as amostras foram agitadas a cada 5-10 minutos sem remover 0s

tubos do banho.

2) Hidrdlise acida diluida

Depois de decorrido o tempo da hidrélise acida concentrada, os tubos foram
removidos do banho termostatico e o conteudo transferido guantitativamente para
erlenmeyers de 250 mL, utilizando, para isto, 84 mL de agua destilada, sendo a
concentracado acida do meio diluida para 4%. Foi preparado um “branco” com acido
sulfirico a 4%. Para a completa hidrélise dos oligbmeros, os erlenmeyers foram
fechados com papel aluminio e colocados em uma autoclave. As amostras e o
branco foram autoclavadas por 1 hora a 121°C e 1,1 bar. Ap6s a descompressao da
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autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente antes de

remover o papel aluminio.

3) Analise da lignina insoluvel

Os hidrolisados acidos foram filtrados em funis utilizando papéis filtro. As
fracbes liquidas foram armazenadas para quantificacdo da lignina e dos
carboidratos. Os solidos retidos foram lavados com agua destilada em abundancia,
aproximadamente 1,5 L, transferidos para pesa-filtros e secos em estufa a 100°C até
a massa constante; apds esse periodo, eles foram removidos e deixados esfriar até
temperatura ambiente dentro de um dessecador, determinando posteriormente suas
massas. Parte desse material insoluvel é constituida de cinzas, uma vez que estas
ndo sao soluveis em acido. Para que ndo haja uma superestimacdo dos dados de
lignina insoluvel, o teor de cinzas foi determinado para cada material de acordo com

o procedimento descrito no item 3.2.2.1.

4) Analise da lignina soluvel

A quantidade de lignina solavel foi determinada pela medida de absorbancia
em espectrofotdbmetro UV-visivel. Transferiu-se 1 mL de cada hidrolisado acido para
baldes volumétricos de 100 mL que tiveram o volume aferido com agua destilada. A
leitura da solucéo foi realizada a 280 nm utilizando celas de quartzo. A leitura deve

ser realizada até 6 horas apoés a hidrdlise.

5) Preparacdo das amostras para curva de calibragdo dos carboidratos e
produtos de decomposicéo

Curvas de calibracdo sdo necessarias para quantificacdo dos carboidratos e
produtos de decomposicdo para a utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). A curva foi realizada utilizando solugbes de concentracdes
conhecidas correlacionadas com suas respectivas areas sob curvas obtidas dos
espectros coletados apds a injecdo no cromatografo. Os resultados sdo utilizados

para calcular uma concentracédo desconhecida de agucares.
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6) Andlise dos carboidratos

Aliguotas de cada hidrolisado, obtido apos a etapa de filtracdo da hidrdlise acida,
foram neutralizadas com carbonato de calcio a pH entre 5-6. O carbonato deve ser
adicionado lentamente para evitar a formagdo de espuma. Os hidrolisados
neutralizados foram filtrados diretamente em frascos tipo vials utilizando filtros de
membranas GS em éster de celulose com poros de 0,22 um (Milipore).

As amostras foram injetadas no cromatografo, utilizando para andlise a coluna
Sugar-Pak | (Waters). As areas dos picos correspondentes as hexoses e as
pentoses foram utilizadas para calcular as massas de glicana e xilana,
respectivamente. Os fatores usados para converter aclcares monoméricos em
anidromonémeros séo: 0,90 para glicose e 0,95 para a celobiose. De maneira
similar, xilose e arabionose tiveram suas correcdes efetuadas utilizando um fator de
0,88. Esses fatores sdo calculados baseados na adicao de agua nos polissacarideos
durante a hidrdlise acida [103, 104].

As concentracdes de celobiose, glicose, xilose e arabinose foram determinadas a

partir de curvas de calibracdo obtida com padrdes analiticos descritos no item (e).

As condic¢des de analise foram:

e\Volume de injecdo: 10 pL;

e Fase movel: 4gua deionizada filtrada e desgaseificada;
e Taxa de fluxo: 0,5 mL/min;

e Temperatura do forno: 90°C;

e Temperatura do detector: 40°C;

e Detector: indice de refragéo;

e Tempo de execugdo: 15 min.

Caso houvesse a deteccdo de celobiose, em concentracdes maiores que
3mg/mL, as analises eram repetidas uma vez que isso significa uma hidrélise
incompleta. Picos que apresentam tempos de retencdo abaixo da celobiose podem
indicar altos niveis de produtos de degradacdo dos acglcares na amostra e isto esta

diretamente relacionado com a etapa de hidrdlise.
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3.3. Reagentes utilizados no pré-tratamento

Para a realizacdo dos experimentos a plasma, utilizou-se agua destilada,
carbonato de sddio (Na,CO3) e hidroxido de sédio (NaOH).

Foram utilizadas trés solu¢cdes de NaOH com diferentes pH, sendo pH acido
(3), dois valores de pH basico (10 el2). A variacdo do pH da solucdo para o
tratamento € muito importante visto que para cada pH é possivel a extracdo de
diferentes tipos de componentes do bagaco de cana-de-acucar.

O NayCOgs foi utilizado como solugéo tampao para que o NaOH mantivesse 0s

valores de pH constantes em todas as solu¢@es utilizadas.

3.4. Reator a plasma (sistema de pré-tratamento)

O reator que gera um plasma frio atmosférico tipo DBD para pré-tratamento do
bagaco de cana-de-aclUcar é mostrado na Figura 13. O reator € um recipiente de
vidro e tem uma tampa de teflon com dois eletrodos passantes com regulagem de
altura, para que possa ser definida melhor distancia entre os eletrodos e a superficie
do liquido. A superficie exterior da base do reator € coberta por um filme de prata
que, por sua vez, é ligado a uma placa de metal aterrada. O reator € alimentado por
um transformador de alta tensao (14kV), com frequéncia de 60 Hz e corrente de 30
mA. O reator possui entrada e saida de gases de engate rapido que ficam
localizadas em sua tampa, que podem ser utilizados para possiveis mudancas de
atmosferas. Possui uma porta para entrada/retirada de amostras que serve também
para execucdo de medi¢cdes como temperatura, pH da solucdo liquida e para
retirada de liquidos para analise quimica. Durante os experimentos a tensao
aplicada e a corrente da descarga elétrica foram mantidas constantes para melhor

reprodutibilidade experimental [105].
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Figura 13. Desenho esquemético do reator a plasma DBD: (1) porta de entrada de amostras, (2)
eletrodos (x4), (3) tampa de teflon, (4) recipiente de vidro, (5) placa de metal aterrada, (6) Entrada de

gases e (7) saida de gases [105].

A Figura 14 mostra a imagem do reator a plasma DBD em pleno

funcionamento, com bagaco de cana-de-acucar recebendo o pré-tratamento.

Figura 14. Reator de plasma DBD em funcionamento.
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3.4.1. Esquema elétrico

O circuito elétrico do sistema de pré-tratamento apresentado na Figura 12 &
composto por:

e Um filtro passa-baixas (1), o qual tem a funcao de permitir a passagem
de baixas frequéncias e rejeitar frequéncias acima da frequéncia de
corte. Assim, ele auxilia na medicdo de tensdo e corrente de
alimentacdo do transformador atenuando o retorno de ruido das
oscilacfes do plasma para a rede elétrica local. Esses ruidos podem

interferir diretamente nos sinais medidos no osciloscépio.

Uma resisténcia variavel de 0 a 100 Q (2), que atua como uma
seguranca para que a corrente utilizada nao ultrapasse os limites do

transformador.

Um variac (3), que é um autotransformador, possui um cursor para
ajuste e controle da tensdo na entrada do transformador de alta

tensao.

Um transformador de alta tensao (4), de 450 W, é alimentado com uma
tensdo de 127 V rms e corrente de 30 mA maximos, na frequéncia de
60 Hz; ele possui duas saidas secundarias de 7,5 + 7,5 kV com

derivacao central.

Por ultimo o reator (5) para a realizacao do pré-tratamento.

A Figura 15 mostra a representacdo do esquema elétrico utilizado no sistema

de pré-tratamento, com a enumeracao dos itens descritos anteriormente.

Hhﬁ*,f_\lf_\ _____ 75KV
— FPB +

127V 1
60 Hz 3

[T

Figura 15. Representacdo do esquema elétrico do sistema de pré-tratamento.
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3.5. CondicOes experimentais investigadas

Antes de definir o procedimento experimental para a realizagdo do processo
de pré-tratamento do baga¢co de cana-de-agucar, foi necessario investigar quais
seriam as melhores condicbes do pré-tratamento com o reator de plasma em
liquidos, como: distancias dos eletrodos em relacéo a superficie do liquido, tempo de
tratamento, massa a ser tratada e a variacdo do pH das solugdes utilizadas. Dessa
forma, foi possivel manter um padrao experimental, garantindo que todos 0s ensaios

realizados mantivessem as mesmas variaveis.

3.5.1. Tempo de tratamento do bagaco

Para poder definir o tempo que iria ser usado para tratar o bagaco de cana-
de-acucar, foram feitos ensaios com variacao de 1 até 5 horas, com isto foi possivel
verificar o comportamento do processo para estes diferentes tempos.

Para os tempos de 1-2 h, ndo foi necessaria nenhuma intervencdo para o
processo de pré-tratamento prosseguir, no entanto, para tempos superiores a 2 h, a
solugdo utilizada comeca a evaporar causando a interrupcdo da descarga na
superficie do liquido, pois a distancia entre os eletrodos se torna menor do que em
relacdo a superficie do liquido. Para que o tratamento pudesse prosseguir foi
necessario abastecer o reator com mais solucéo liquida, o que consequentemente
alteraria as condi¢cOes do tratamento; tal fato ndo garantiria as mesmas condi¢des
para todos 0s ensaios.

As alternativas de ensaios entdo foram fixadas entre 1 e 2 h, no qual o tempo

escolhido para compor procedimento experimental foi o ensaio de 2 h.
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3.5.2. Massa maxima de bagaco a ser tratado

Para a alimentacdo do reator com o bagaco de cana-de-acguUcar foi adotado o
padrao de relacéo liquido/bagaco de 10 para 1, ou seja, 10 ml de solugéo para 1 g
de bagaco a ser tratado.

Devido ao reator ainda ser de nivel laboratorial, a quantidade de bagaco a ser
tratado com plasma ficou limitada a 10 g. Para cada ensaio, foram utilizados 10 g de
bagaco e 100 ml de solugéo, gerando um volume total de 150 ml para cada amostra

tratada como mostrado na Figura 16.

—

Figura 16. Volume total da amostra tratada.
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3.6. Metodologia de pré-tratamento do bagaco de cana-de-

acucar

Para a execucdo dos experimentos, foram tratadas amostras com trés

diferentes tipos de pH (3, 10 e 12) e para cada amostra tratada no reator de plasma

por barreira dielétrica foram feitos trés tratamentos correspondentes denominados

“Brancos”, como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Relacdo e nomenclatura das amostras.

Amostra Ligquido Sélido pH Tempo (h) Peso(g) Tratamento
1 L1 Sl 12 2 10 PLASMA
2 L2 S2 10 2 10 PLASMA
3 L3 S3 3 3 10 PLASMA
4 L4 S4 12 2 10 BRANCO
5 L5 S5 10 2 10 BRANCO
6 L6 S6 3 2 10 BRANCO

Os Brancos das amostras sao ensaios executados com as mesmas condicées

de tempo, temperatura, massa e pH das solucdes, porém sem a acdo do plasma.

Dessa forma é possivel avaliar, por meio da comparacao dos resultados, a influéncia

do plasma sobre biomassa tratada.

Para cada tratamento foram utilizadas amostras com 10 gramas de bagaco, ja

descontados a umidade, o volume da solucédo de Na,CO3; + NaOH utilizada foi de

100 ml, mantendo a proporcéo de 1g de material para 10 ml de solugao.

Cada amostra permaneceu sobre o tratamento a plasma por um periodo de 2

h consecutivas. Apos o tratamento foi feita a separacdo das amostras sélidas e dos

liquidos resultantes dos tratamentos (Figura 17).
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Figura 17. Amostras solidas e liquidas separadas.
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O bagaco foi lavado por diversas vezes com agua destilada, monitorando o
seu pH até que o mesmo atinja pH 7.

Posteriormente a lavagem, o bagaco € novamente levado a estufa onde
permanece por 12 horas consecutivas a uma temperatura de 102°C para a sua
secagem. Apoés a secagem, o bagaco é pesado para mensurar a perda de massa
depois do tratamento. Esse procedimento foi realizado para todas as amostras
tratadas e ndo tratadas para assim fazer a avaliacdo do pré-tratamento proposto

neste trabalho.
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3.7. Métodos de anélise do material apds o tratamento a plasma

3.7.1.Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As modificacbes na superficie das amostras tratadas a plasma foram
observadas por meio do microscopio eletrénico de varredura (MEV), que é um tipo
de microscopio eletrénico capaz de produzir imagens de alta resolucao da superficie
de uma amostra.

O microscépio utilizado para esta andlise foi o MEV-EDS da Oxford
Instruments, modelo Carl Zeiss EVO MAL15, do laboratério de analise de materiais do
IP&D/Univap (Figura 18). Durante as analises foi utilizada uma tenséo de aceleracao
de elétrons da ordem de 20kV; tais tensGes causam a degradacao da fibra da
amostra prejudicando sua analise. Para que fosse possivel a obtencao das imagens
das amostras sem danifica-las, estas foram submetidas a um processo de deposi¢cao
de uma fina camada de ouro para que as mesmas se tornassem condutoras. Apds
esse procedimento, as amostras foram analisadas empregando-se um detector de
elétrons retroespalhados.

Para a confirmac¢do das mudancas na superficie da fibra do bagaco de cana-
de-acucar, foram feitas imagens de amostras sem tratamento o que possibilitou a

comparacao com as que foram pré-tratadas utilizando o reator de plasma.

Figura 18. Foto do microscopio eletrdnico de varredura do IP&D/Univap.
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3.7.2.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica cromatografica
usada para separar os componentes de uma mistura, identifich-los, e assim
quantificar cada um deles. CLAE é considerada uma técnica instrumental de quimica
analitica. Em geral, o método envolve uma amostra liquida que passa por um
material solido adsorvente que é colocado dentro de uma coluna usando um fluido
ou um solvente (eluente) liquido. Cada componente da amostra interage de uma
forma com o material adsorvente tornando possivel por meio de picos
caracteristicos, que sao previamente estabelecidos pela calibracdo do equipamento,
a identificacdo dos elementos que compde a amostra.

Para andlise de acUcares, acidos organicos e alcoois foi utilizado o CLAE do
Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) da marca Agilent
modelo 1260 Infinity com detector de indice de refracdo (Figura 19); o conjunto de
pré-coluna e coluna utilizadas foram Coluna de guarda Micro-Guard Cation PC H
Refill Cartridges marca Bio-rad e a coluna analitica utilizada foi a Aminex HPX-87H
da Bio-rad. Para a determinacdo dos acuUcares, acidos organicos e alcoois foi
utilizado o acido sulfarico (H.SO,4) como eluente, com concentracdo molar de 5
mMJ/L.

Figura 19. Foto do CLAE do CTBE
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A andlise de Hidroximetilfurfural (HMF) e Furfural foi feita utilizando o CLAE
Waters com detector de UV, com conjunto de coluna Acclainm 120, c18, 3 um
Analitica (4.6 x 150 mm) da marca Dionex (Figura 20). O eluente utilizado foi o

acetonitrila+H,O com proporcéo de 1:8 e 1% de acido acético.

Figura 20. Foto do CLAE Waters com detector de UV.

3.7.3.Hidrolise Enzimatica

A execucdo dos processos de hidrélise enzimética de todas as amostras
geradas a partir do pré-tratamento estudado neste trabalho foram feitas nas
instalacdes do CTBE, por técnicos e pesquisadores responsaveis por este tipo de
procedimento.

A hidrélise enzimética foi efetivada em frascos roller de acordo com de Carli e
Pradella, (2011) com coquetel celulolitico comercial, durante o periodo de 72h de
processamento atingindo a maxima conversao da biomassa.

A concentracdo de solidos foi de 5%, com carga enzimatica de 10 FPU por
grama de bagaco em base seca, o pH do processo enzimatico foi mantido em 4,8 e
a temperatura do processo de hidrélise enzimatica foi de 50 °C.

Para a andlise dos resultados da liberacdo de acucares durante 0 processo
foram retiradas amostras para os tempos de 0, 24, 48 e 72 h para cada tipo de pré-

tratamento executado.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Distancia dos eletrodos em relacdo a superficie do liquido

Primeiramente, foram analisadas trés diferentes distancias entre os eletrodos e a
superficie do liquido (60, 40 e 20 mm). A Figura 21 demonstra uma representacéo
esquematica dos plasmas gerados em funcdo das distancias analisadas. Foi
verificada a influéncia dessas distancias em relacdo a distribuicdo dos plasmas
gerados. Para a maior distancia (60 mm), o plasma ndo chegou a incidir na
superficie do liquido, apenas entre os eletrodos, visto que a distancia entre os
eletrodos foi menor do que a distancia entre cada eletrodo e a superficie do liquido.
Com a distancia média (40 mm), as microdescargas foram bem distribuidas e
também atingiram uma maior area do liquido, possibilitando uma maior reacdo entre
o plasma, o liquido e a amostra tratada. Por ultimo, foi testada a menor distancia (20
mm) e foi constatado que os plasmas gerados ficam mais concentrados em uma
pequena regido da superficie do liquido, ndo promovendo uma area de contato
comparavel a condicdo de 40 mm. Depois dos ensaios, a configuracdo que

demonstrou melhores caracteristicas para o tratamento proposto foi a de 40 mm.

60

A o

(A) (B)

Figura 21. Representagdo dos plasmas gerados para trés diferentes distancias entre o eletrodo e a
superficie do liquido: (A) 60 mm, (B) 40 mm e (C) 20 mm.
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4.2. Variacdao do pH das solugcdes em relacdo ao tempo de

exposicao ao plasma

Para analisar variacdo do pH, foi preparada uma solucdo de NaOH com pH
inicialmente em torno de 9,2 e esta solucdo ficou exposta ao plasma por 20 min
consecutivos; o monitoramento do pH foi feito constantemente para poder
acompanhar sua variacao.

A variacao do pH dessa solucédo pode ser vista na Figura 22, na qual mostra
os valores das medi¢des do pH durante todo o tempo do ensaio. Conforme pode ser
observado, o pH da solucdo diminui rapidamente sobre o efeito do plasma onde,

com aproximadamente 13 min. de ensaio, comeca a atingir uma saturacdo de seu

valor.
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Figura 22. Variacéo do pH da solucdo de NaOH em relacdo ao tempo.
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4.3. Avaliacdo da modificacéo estrutural da biomassa

Para avaliar as possiveis alteracdes nas fibras do bagaco de cana-de-agucar
que ocorreriam devido ao pré-tratamento com plasma por barreira dielétrica, foram
feitas imagens da amostra sem tratamento (in-natura) e apos o tratamento a plasma.
Na Figura 23, é possivel observar a fibra do bagaco de cana-de-acucar recoberta
por uma cera que provavelmente trata-se de um tipo de hemicelulose chamada
xiloglucana. A xiloglucana envolve toda a fibra do vegetal, com uma maior
concentracdo em sua superficie em torno de 5 % do peso seco, no interior

apresentam uma menor concentracéo [31].

10 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :29 Sep 2011
I | WD = 9.5 mm Photo No. = 6976 Time :19:05:37

Figura 23. Imagem de MEV do bagaco de cana-de-aglcar sem tratamento a plasma.

A Figura 24 mostra imagem de MEV da fibra de bagaco de cana-de-agucar apos
o tratamento a plasma; esse bagago permaneceu em tratamento por 2h em uma
solucdo de NaOH+Na,CO3; e temperatura de aproximadamente 60 °C. Nota-se que
a exposicao da fibra é bem acentuada, onde toda a cera anteriormente presente foi
removida devido & acdo catalitica do plasma sobre a solucdo de NaOH+Na,CO3
mais bagaco-de-cana, proporcionando a remocao eficiente da xiloglucana. Apés o

pré-tratamento é possivel observar os poros existentes na amostra.
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Com esse resultado é possivel afirmar que o plasma realmente age na fibra,
modificando-a, porém com esta imagem ndo se pode confirmar a ocorréncia de
algum tipo de modificacdo da estrutura interna do bagaco, mas, pelo tratamento ser
executado em meio liquido, é provavel que aconteca essa modificacdo a qual so
podera ser confirmada nos resultados de hidrélise enzimatica que ainda serado

apresentados no proximo item.

P

EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Date :17 Dec 2012
WD = 80mm Photo No. = 508 Mag= 106 KX

Figura 24. Fibra de bagaco de cana-de-acUcar apés pré-tratamento.

4.4. Resultados de hidroélise enzimatica

Para a avaliagdo do processo de pré-tratamento do bagaco de cana-de-acgucar
com plasma por barreira dielétrica em meio liquido, as amostras foram submetidas
ao processo de hidrélise enzimatica, utilizando as condicbes descritas no item 3.7.3,
além das amostras tratadas a plasma, também foram submetidas a hidrdlise
enzimatica amostras sem o tratamento a plasma para que fosse possivel mensurar a
influéncia do pré-tratamento na biomassa. Essas amostras sem tratamento foram
denominadas previamente, como BRANCOS, os quais foram mantidos com as
mesmas condi¢cdes do tratamento a plasma (tempo, temperatura, pH e solugéo
liguida utilizada); foi feito o tamponamento das solu¢gBes para que ndo ocorressem
variacdes no pH durante os processos de pré-tratamento, tanto com plasma como
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para os BRANCOS (sem plasma). A descricdo das amostras e as condi¢bes do

tratamento serdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Nomenclatura e condi¢des de pré-tratamento.

Amostras pH Tempo(h) Peso (g9) Tratamento
S1 12 2 10 Plasma
S2 10 2 10 Plasma
S3 3 2 10 Plasma
S4 12 2 10 Branco
S5 10 2 10 Branco
S6 3 2 10 Branco

Na Figura 25, sdo mostrados os resultados de hidrélise enzimatica para todas as

amostras provenientes dos ensaios realizados neste estudo, além da amostra sem

nenhum tratamento na qual foi denominada in-natura.

Hidrolise Enzimatica
Glicose x Tempo

16
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310 —
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0 0 24 48 72
Tempo (h)
51 0,049 9,891 12,247 13,469
=52 0,000 3,031 2,996 2,668
53 0,000 1,361 1,197 0,903
—s4 0,000 4,521 4,521 4,68
=S5 0,004 2,078 1,054 1,748
56 0,000 1,465 1,446 1,213
IN 0,000 1,93 1,861 1,615

Figura 25. Resultados de hidrélise enzimatica.
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Observa-se, na Figura 25, que a amostra com maior liberacdo de glicose foi a
amostra S1 com valor de 13,469 g/L apo6s o periodo de 72 h de hidrélise enzimatica,;
essa amostra foi tratada com pH 12 juntamente com o plasma.

A amostra S1 foi muito superior a sua amostra equivalente S4 (BRANCO com
pH12), que obteve apds as 72 h de hidrdlise enzimatica a liberacdo de 4,68 g/L de
glicose, em nivel de comparagcdo a amostra S1 chegou a um rendimento de 2,88
vezes superior a amostra S4.

Se compararmos a amostra S1 com a amostra in-natura chegamos a um
rendimento de 8,4 vezes superior, pois a amostra in-natura alcangcou apenas a
liberacé@o de 1,615 g/L de glicose apés as 72 h de hidrélise enzimatica.

Por meio dessas comparacfes, no geral, as amostras tratadas a plasma
obtiveram rendimento superior em relacdo as amostras sem plasma. Também foi
possivel confirmar a influéncia do pH no tratamento do bagaco de cana-de-acucar,
como no caso da amostra S4 que nao foi tratada a plasma, porém alcancou
resultados superiores as outras amostras, com excecao a amostra tratada a plasma

S1, que alcancou melhor resultado global.

4.5. Analise da composicdo quimica e rendimento das amostras

As composi¢Bes quimicas com a porcentagem dos elementos mais relevantes

para o estudo proposto e o rendimento de todas as amostras geradas neste trabalho

estdo dispostas na Tabela 5.

Tabela 5. Composi¢ao quimica e rendimento das amostras.

Amostras Rendimento (%)  Lignina (%) Celulose (%) Hemicelulose (%)

In-natura 100 23,27 43,15 28,69
S1-pH12 77,26 9,66 30,84 16,13
S2 -pH 10 94,73 21,37 42,13 23,63
S3-pH3 96,83 22,15 43,14 28,16
S4 -pH 12 86,15 20,72 38,49 22,49
S5-pH 10 97,79 23,33 40,46 26,99
S6-pH3 98,24 24,93 40,39 27,24
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Antes da discusséo dos resultados apresentados nesta secéo, faz-se necessério
definir como é avaliado o rendimento de uma amostra; o rendimento trata-se de
qguanto material ou amostra sélida permaneceu ap0s 0 processo de pré-tratamento,
qgual a porcentagem de material que foi solubilizada em cada amostra. A amostra in-
natura teve um rendimento de 100%, ou seja, esta amostra ndo perdeu massa apos
o tratamento a que ela foi sujeita claro que isso se torna justificavel, pois a amostra
in-natura ndo passou por nenhum tipo de tratamento, logo toda sua massa foi sujeita
ao processo de hidrolise enzimética e aos ensaios de caracterizacdo quimica do
bagaco de cana-de-acucar. Para melhor entendimento, pode-se observar uma
amostra que recebeu tratamento, como a amostra S1 que obteve rendimento de
77,26 %, o que leva a compreensdao de que apds o tratamento foi solubilizado
22,74% da massa inicial desta amostra.

Por meio da Tabela 5, pode ser observado a composi¢cdo e rendimento das
amostras, em especial da amostra in-natura, que a partir dela € possivel comparar
as outras que receberam pré-tratamento a plasma e seus respectivos BRANCOS. A
amostra que alcancou novamente os melhores resultados foi a amostra S1, que,
apos o seu tratamento, a porcentagem em peso de lignina foi de 9,66 %, também
restou 30,84 % de celulose e 16,13% de hemicelulose. Essas concentragoes,
comparadas as da amostra in-natura que foram de 23,27% de lignina, 43,15% de
celulose e 28,69% de hemicelulose, demonstram qual grau de solubilizacdo da
biomassa ap0s o pré-tratamento a plasma; em especial, deve-se observar o
decréscimo da lignina que, como descrito na literatura se trata de um dos maiores
inibidores no processo de hidrélise enzimética, e este resultado justifica o melhor
rendimento da amostra S1 durante a sua hidrolise.

Como o principal objetivo deste trabalho é avaliar o pré-tratamento a plasma,
pode-se comparar a amostra S1 com seu respectivo BRANCO, a amostra S4. A
amostra S4, obteve um rendimento de 86,15% de massa, 20,72% de lignina, 38,49%
celulose e 22,49% de hemicelulose em peso, resultados bem inferiores em relacéo a

amostra S1.
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4.6. Analise das amostras liquidas

A Tabela 6, apresenta os resultados da analise de composicdo quimica,
utilizando o CLAE do CTBE. No liquido resultante da amostra S1, que foi tratada a
plasma, foram encontrados as maiores concentracdes de monossacarideos e
oligossacarideos como acido aceético (1,965 g/L), acido formico (0,0990 g/L),
celobiose (0,0330 g/L) entre outros, estas concentracdes foram bem superiores as
demais amostras analisadas.

Provando novamente a grande interacdo que o plasma tem com a biomassa
durante o pré-tratamento, fazendo com que ocorra extracdo destes elementos, além

de facilitar o processo posterior a esta etapa.

Tabela 6. Composicao quimica dos liquidos resultantes dos pré-tratamentos.

. Arabinose Glicose Xilose Celobiose Acidoformico  Acido HMF  Furfural
Descricdo da amostra

(gl)  (gb)  (gh) (gL) (gll)  acético(gl) (g)  (gL)

L1 - monossacarideos 1334 00000 00000 00000 00330 00990 1,9650  0,0000 0,0000
L1 - mono e oligossacarideos 1334 00260 00000 00000 00000 00000 1,2260  0,0030 0,0040
L2- monossacarideos 1081 00000 00000 00000 00180 00270 13160  0,0000 0,0000
L2 - mono e oligossacarideos 1081 00000 00000 00000 00000 0,000 0,0000 0,000 0,0000
3 - monossacarideos 495 00000 00000 00000 00000  0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
3 - mono e oligossacarideos 495 00000 00000 00780 00000  0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
L4 - monossacarideos 1095 00000 00000 00000 00000 0,000 13130 0,000 0,0000
L4- mono e oligossacarideos 1095 00000 00000 00000 00000 0,000 11770 0,0040 0,0050
L5- Monossacarideos 10,47 0,0000 0,0000 00000 00000 0,000 0,0000  0,0000 0,0000
L5 - mono e oligossacarideos 10,17 00000 00000 00140 00000 0,000 02250 0,000 0,0000
L6 - monossacarideos 548 00000 00000 00000 00000 00000 0,0000 0,000 0,0000
L6 - mono e oligossacarideos 548 00000 00000 00410 00000  0,0000 0,0000 0,000 0,0030
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4.7. Consumo elétrico

O consumo elétrico do sistema de pré-tratamento foi medido por meio de um
osciloscopio da marca Tektronix, modelo TDS 2002B, (Figura 26).

As medicdes foram feitas a partir da entrada priméria do transformador de alta
tensdo que compde a fonte energética do sistema. Essas medi¢cdes ndo puderam
ser feitas nos secundarios do transformador devido ao alto campo elétrico e
interferéncias eletromagnéticas oriundas das oscilacbes da descarga, que
resultavam em sinais muito ruidosos, de baixa confiabilidade, mesmo utilizando

atenuacao e filtragem.

Figura 26. Foto do osciloscépio utilizado para medicdo de consumo energético

A Figura 27 mostra o resultado das medicbes durante o processo de pré-
tratamento. O valor no CH1 corresponde a tensdo medida na entrada do
transformador, atenuada em 1000x para um valor de 43,8 V rms. O valor no CH2
corresponde a corrente de 500 mA rms, medida com uma ponteira de corrente. O
valor “Matem” corresponde ao valor médio da multiplicacdo, da tensédo pela corrente
indicada, e, portanto, refere-se a poténcia consumida pelo transformador. Como a
tensdo indicada esta atenuada em 1000x, a poténcia média indicada também estara.
Essa poténcia de 30,5 W refere-se ao que € consumido na descarga e perdido na

conversao do transformador de alta tenséo.
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Os valores apresentados na Figura 27 foram mantidos na menor variagao

possivel, em + 10%, entre os pré-tratamentos.

Trig'd M Pos: 400,0 us MEDID &S

: 43.8my ?
CH1 100mVY M 10.0ms Linha ./~ 0,00V
. 100m Y 4-Jun-13 23:04 60.0291Hz

Figura 27. Medidas de tenséo, corrente e poténcia do sistema.

Os valores médios de entrada do sistema utilizada foram na ordem de 438 V,
com corrente de 500 mA e poténcia de 30,5 W.

Levando em consideracdo o valor cobrado pela empresa de distribuicdo de
energia elétrica do estado de Sao Paulo, que é aproximadamente R$0,37 por 1
kW/h, o valor de cada pré-tratamento realizado equivale a R$0,01, com o tempo de 2

h por processo.
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5. Conclusdes

A modificacdo do bagaco de cana-de-aglUcar que ocorreu durante o pré-
tratamento a plasma, néo foi apenas superficial, como pode ser observado nas
analises realizadas com MEV, mas, também, estrutural; isso foi confirmado por meio
da caracterizacdo quimica onde a solubilizacdo de componentes inibidores do
processo enzimatico foi mensurada, como no caso da lignina que é um dos maiores
obstaculos para obtencdo do etanol de segunda geracgéo, verificou-se que a melhor
condicao de pré-tratamento alcancou a reducdo de lignina em valor de 9,66% em
peso na amostra S1 quando comparado com o0 bagaco in-natura que possuia
27,23% de lignina em peso.

Devido a essa reducao de concentragao de lignina em peso, a amostra S1, que
foi tratada com pH 12 e plasma, obteve o melhor resultado de liberacdo de glicose,
alcancando 13,469 ¢g/L de glicose, apdés o término de processo de hidrolise
enzimatica que foram de 72 h, este resultado comparado as outras amostras com
todas as variacbes de pH, com ou sem aplicacdo do plasma, foi 88% superior
guando comparado a amostra in-natura, que liberou apenas 1,6 g/L de glicose.

Sabendo que um bom pré-tratamento deve atender alguns requisitos para se
tornar viavel, em especial a energia gasta e os residuos que sdo gerados apds o
processo, a utilizacdo do reator DBD para pré-tratamento atendeu estes requisitos,
pois 0 processo gerou pouco residuo devido a baixa concentracdo de produtos
guimicos na solucao liquida utilizada, além do baixo consumo energético, aonde
chegou a ser gasto R$0,01 por hora de pré-tratamento, considerando os valores
cobrados atualmente por kW/h, que gira em torno de R$ 0,37, sabendo-se que o
pré-tratamento teve duracdo de 2 h.

O bagaco de cana-de-agUcar mostrou ser uma biomassa lignocelulosica
promissora para a obtencao de etanol de segunda geracao, por conter um alto teor
de celulose (em torno de 40%), além de apresentar bons rendimentos na liberacéo
de glicose (13,469 g/L) apos a hidrolise enzimatica. Rendimento que ainda pode ser

melhorado com a otimiza¢do do processo de pré-tratamento a plasma.
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5.1. Trabalhos futuros

e Melhoria na fonte energética, com variacdo de frequéncia e melhor
caracterizacao elétrica.

e Escalonamento do reator para execucgdo de pré-tratamento de uma
maior massa, possibilitando projeto em escala industrial.

e Utilizacado de um gerador de ozbnio para auxilio no pré-tratamento
do bagaco de cana-de-acucar.

e Utilizacao do reator para tratamento de outros materiais.
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