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RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas as associagdes do pré-tratamento biologico (PTB) com pré-
tratamentos acido (PTA) e hidrotérmico (PTH) e o efeito de tais associa¢Ges foi comparado a
eficiéncia dos pré-tratamentos da palha de cana-de-agucar realizados individualmente. Todos os pré-
tratamentos foram realizados com a biomassa cortada (2cm) ou moida (/80 a 850 wm). A
granulometria do material ndo influenciou no efeito dos PTH e PTA, uma vez que para o material
cortado ou moido a remocgéo da fracdo hemiceluldsica foi similar. Da mesma forma, a granulometria
do material ndo apresentou efeito significativo na digestibilidade enziméatica dos materiais pré-
tratados. A associacdo do PTB com PTA e PTH, apesar de ndo alterar expressivamente 0s
rendimentos finais de hidrdlise, permitiu a obtencdo de materiais pré-tratados com elevado contetdo
de celulose, tendo consequentemente aumentado a concentracao de glicose final obtida na hidrdlise.
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INTRODUCAO

A producdo de etanol celul6sico é uma das tecnologias mais pesquisadas atualmente.
A rota de transformacdo da biomassa em etanol é constituida das seguintes etapas: pré-
tratamento da biomassa, producdo de enzimas, hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada,
fermentacdo dos acUcares a etanol e destilacdo do produto final. Entre os obstaculos tecno-
econdmicos para a disseminacdo comercial da tecnologia esta a etapa de pré-tratamento, que é
responsavel por parte expressiva dos custos de processamento (YANG & WYMAN, 2008).

Nos ultimos 30 anos, diversos métodos de pré-tratamento foram desenvolvidos,
incluindo processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (ALVIRA et al., 2010).
No cenéario atual, as plantas industriais de producdo de etanol celulésico em operacdo em
escala comercial utilizam os pré-tratamentos &cidos ou hidrotérmicos como principais
técnicas de processamento da biomassa. Essas técnicas se baseiam na solubilizacdo da
hemicelulose (fracdo C5), resultando em um residuo solido composto majoritariamente por
celulose e lignina (MOUTTA et al, 2013). Ambos os métodos apresentam custos
operacionais elevados, devido ao alto consumo de energia, a necessidade de alta temperatura,
pressdo, requerimento de reagentes quimicos, bem como equipamentos especializados
(YANG & WYMAN, 2008).

Na tentativa de reduzir os custos e riscos operacionais, diminuindo a severidade dos
pré-tratamentos &cidos e hidrotérmicos, o presente trabalho estuda a associagdo destes com o
pré-tratamento bioldgico. Os pré-tratamentos bioldgicos sdo interessantes por constituirem
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uma alternativa barata com baixo impacto ambiental e baixa demanda energética ja que a
técnica emprega fungos que atuam em temperatura e pressdo ambientes para degradacdo da
lignina. Como pontos negativos, 0s processos biologicos exigem um tempo de residéncia
longo e ndo possuem efetividade suficiente para serem considerados como alternativa de pré-
tratamento independente (LIU et al., 2016). No entanto, o problema dos longos periodos de
tratamento pode ser resolvido através da aplicacdo dos fungos durante o armazenamento da
biomassa. O armazenamento de biomassas agricolas é em geral feito a seco, especialmente
para as culturas de baixa umidade, como a palha de cana-de-agucar. No entanto, o
armazenamento a seco apresenta desvantagens, tais como elevadas perdas de matéria seca
estocada ao ar livre e risco de incéndio, conforme observado na planta da empresa Granbio,
em Alagoas (NOVA CANA, 2016). Em contraste, 0 armazenamento da biomassa Umida, com
pré-tratamento bioldgico ocorrendo concomitante, pode ser uma alternativa para reduzir a
recalcitrancia da biomassa que serd submetida a pré-tratamentos acidos/hidrotérmicos, o que
pode, consequentemente, acarretar na diminuicdo da severidade de tais métodos.

Neste contexto, o presente trabalho visa avaliar a associacdo do pré-tratamento
biolégico com pré-tratamentos acidos e hidrotérmicos para a palha da cana-de-agucar,
objetivando a diminuicdo da severidade dos pré-tratamentos (tempo e temperatura).

MATERIAIS E METODOS

Pré-tratamentos e caracterizacdo quimica da palha in natura e pré-tratada

A palha de cana-de-agUcar foi cedida pelo Complexo Bioenergético Itarumad S.A.
Amostras do material in natura foram cortadas (aproximadamente 2 c¢cm) ou moidas em
moinho de facas e peneiradas (180 a 850 pm). Primeiramente foram realizados os pré-
tratamentos bioldgico (PTB), acido (PTA) e hidrotérmico (PTH) da amostra de biomassa in
natura, e posteriormente esses pré-tratamentos foram combinados da seguinte forma:
biolégico com acido (PTBA) e bioldgico com hidrotérmico (PTBH).

O fungo Pleurotus ostreatus INCQS 40310 foi utilizado para o PTB. O fungo foi
inoculado na concentracdo de 10 mg de micélio/grama de biomassa em frascos previamente
autoclavados contendo 5 g de palha e 25 mL de agua destilada. Os cultivos foram incubados a
30°C por 20 dias, sem agitacdo. Apds este periodo, a biomassa foi lavada com agua destilada.

O PTA foi realizado com 2,9% (m/v) de H;SO, em uma proporgdo de 1:4
(biomassa:H,SQO,4) a 121°C por 30 min. O PTH foi realizado em um reator Parr 4848 a 170°C,
por 40 minutos, 100 rpm e 20 bar inicial em atmosfera de nitrogénio, com uma proporc¢éo de
1:10 (biomassa:agua). Ao final dos processos as fracdes solidas foram lavadas com &gua
destilada. Os experimentos para determinagdo dos sélidos totais, umidade, cinzas, extrativos,
carboidratos estruturais e lignina foram realizados conforme Sluiter e colaboradores (2008).

Hidrolise enzimatica

As atividades de FPase e B-glicosidase das enzimas comerciais Celluclast 1.5 L e
Novozym 188 foram determinadas conforme Ghose (1987). As hidrdlises foram realizadas
em frascos de 50 mL, com massa total do ensaio de 20 g, contendo 5% de biomassa, a mistura
de enzimas, tampdo citrato de sodio 0,05 M pH 4,8 e azida de sédio a 0,02%. A carga de
FPase foi de 15 FPU/g de biomassa com relagdo de 1:3 de FPase/B-glicosidase. Os ensaios
foram incubados em shaker a 50°C, 200 rpm e aliquotas foram retiradas em 0, 1, 2, 4, 6, 24,
48 e 72 h e analisada por HPLC para quantificacdo dos acucares.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados de caracteriza¢do quimica da palha pré-tratada por
PTB, PTH e PTA, tanto na forma cortada (C) ou moida (M). Conforme esperado, os pré-
tratamentos PTH e PTA foram eficientes na remocdo de hemicelulose, resultando em
amostras pré-tratadas com contetdo de hemicelulose inferior a 10%. No entanto, é
interessante observar que a granulometria do material ndo influenciou no efeito dos PTH e
PTA, uma vez que para C e M a remocdo da fracdo hemicelulésica foi similar. O PTB teve
menor impacto na alteracdo da composicdo quimica da palha, tendo sido observado um
aumento no percentual de glucana, provavelmente devido a remocédo parcial de extrativos e
degradacéo parcial da lignina e da hemicelulose. A degradacdo parcial da lignina pode ser
constatada visualmente através da alteracdo da coloracdo do material para tonalidades mais
claras.

Tabelal: Caracterizacdo quimica da palha in natura e pré-tratada por PTH, PTA e PTB.

Pré- Glucana Xilana Arabinana Galactana Lignina Cinzas

tratamento (%) (%) (%) (%) (%) (%)

in natura* 37,37+ 1,45 22,22 +1,04 2,49 +0,15 0,78 £ 0,09 19,43+ 2,44 0,55+0,15
PTB-C 43,34+0,31 22,99+0,35 2,11+0,14 0,48 0,03 18,90 £ 0,48 0,57 £0,15
PTB-M 45,55+0,72 22,12+0,28 1,83+£0,20 0,44 +0,30 18,05+0,37 0,50 £ 0,08
PTH-C 55,40 + 0,92 7,32 £0,37 n.d 0,67 +0,05 30,38+ 0,98 3,35+0,25
PTH-M 60,91 + 1,97 7,49 0,28 n.d 0,64 0,03 30,53+1,92 0,60+0,10
PTA-C 55,28 +0,39 9,15+0,28 n.d 0,56 +0,03 30,78+ 1,31 0,87+0,10
PTA-M 56,40 + 0,21 9,45+ 0,32 n.d n.d 30,12+ 0,62 1,15+0,10

* A biomassa in natura também contém 12,75% + 0,78 de extrativos; n.d: ndo detectado

A Tabela 2 apresenta os resultados de caracterizacdo quimica da palha pré-tratada por
PTBH, PTBA, nas formas C ou M. Foi observado que ao se executar o PTB anteriormente
aos PTH e PTA, a remoc¢do da hemicelulose por esses métodos se torna mais eficiente,
resultando em materiais com maior proporcao de glucana no residuo sélido.

Tabela 2: Caracterizacdo quimica da palha tratada por combinacdo de pré-tratamentos.

Pré-tratamento Glucana (%) Xilana (%) Lignina (%) Cinzas (%)
PTBH-C 68,33 £ 2,92 4,62 +0,32 25,51 +0,99 2,09 +£0,41
PTBH-M 63,04 +1,70 517 +0,21 23,85 +1,26 1,02 £ 0,03
PTBA-C 61,37 +1,48 6,04 £ 0,23 25,68 + 2,80 0,53 +0,06
PTBA-M 61,62 +0,62 556 +0,25 26,85 +0,19 0,72 +0,29

Os acgucares arabinose e galactose ndo foram detectados nas amostras pré-tratadas.

Apos a realizacdo dos diferentes pré-tratamentos, foram conduzidos ensaios
comparativos de hidrolise enzimatica das amostras pré-tratadas. A Figura 1 apresenta a
concentracdo final de glicose ap6s 72 h de hidrélise e o rendimento de conversdo de celulose
em glicose. Como observado nas caracterizagdes quimicas, a granulometria do material ndo
teve impacto proeminente na digestibilidade enzimatica da biomassa pré-tratada, mostrando
que nas condicdes avaliadas ndo é necessario moer a biomassa.

A combinacdo PTBA permitiu uma maior liberacdo de glicose e obtencdo de
rendimentos ligeiramente superiores em comparacdo ao PTA. J& a combinacdo PTBH,
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permitiu uma maior liberacdo de glicose (devido ao maior contetido de glucana do material
pré-tratado), porém ndo houve aumento dos rendimentos obtidos em comparagdo a PTH.
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Figura 1: Concentracéo de glicose ap6s 72 h de hidrélise da palha in natura e pré-tratada. Os nimeros acima
das barras indicam o rendimento de converséo de celulose em glicose obtido.

CONCLUSOES

A anélise comparativa dos resultados obtidos permitiu identificar que, dentro dos
limites avaliados, os pré-tratamentos e a hidrélise enzimatica ndo sdo afetados
substancialmente pela granulometria do material de partida. O pré-tratamento mais eficiente
foi o PTH, apresentando o melhor rendimento em 72 h. Apesar da combina¢do PTBH néo
resultar em aumento do rendimento de hidrdlise, tal estratégia foi capaz de aumentar a
disponibilidade de celulose a ser convertida. Na continuidade do trabalho, ser4 avaliada a
diminuicdo da severidade de PTH quando combinado a PTB, diminuindo o tempo e a
temperatura de operagéo.
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