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RESUMO

A necessidade de fontes energéticas renovaveis ¢ evidente nos dias de hoje, visto que os
combustiveis derivados do petréleo sdo fontes esgotaveis. A biomassa lignoceluldsica é
uma fonte promissora de energia, pois possui alto teor de celulose, a qual pode ser
convertida a biogés. Atualmente, a produgdo de biogas esta associada ao tratamento de
um dos grandes problemas da suinocultura no Brasil, o gerenciamento da elevada
concentragdo de efluente gerado pelos sistemas de producao de animais confinados. Neste
trabalho, primeiramente avaliou-se diferentes tipos de pré-tratamentos sobre uma matéria
prima lignocelulésica, o caule de milho (Zea mays), utilizando metodologia de
planejamento de experimentos e posteriormente investigou-se o potencial de producao de
biogas através da co-digestdo com dejeto suino. O pré-tratamento com H>SO4 teve uma
remocao significativa da fracdo de hemicelulose usando baixas concentragdes de acido
(0,75% v.v!). Porém, por também aumentar a fracdo de lignina na biomassa, esta técnica
ndo ¢ adequada para posterior produgdo de biogas, pois acaba inibindo o processo de co-
digestdo. J& o pré-tratamento com H>O> alcalino (pH 11,5) conseguiu um aumento da
fracdo de celulose de 73,4% e uma reducdo de 71,6% no teor de lignina. Utilizando 12%
(v.v) de H202, 58 °C de temperatura do agitador orbital, agitacdo de 130 rpm e
concentragdo de solidos de 3% (3 g de massa seca em 100 mL de solug¢do) por 58 min.
Este pré-tratamento é recomendado para produgo de biogas, pois conseguiu-se aumentar
o volume final de biogas em 22%, bem como reduzir em um ter¢o o tempo de digestao,
em comparagdo com a biomassa ndo tratada. Nao houve diferenca significativa entre a
utilizacao do material contendo todos os tamanhos de particulas e o material com apenas
o tamanho de particula mais abundante (0,890 mm). O sistema de ultrassom com poténcia
maxima de irradiacdo de 132 W, ndo ¢ indicado para realizagdo de pré-tratamentos, pois
nao promove alteragdes na composic¢ao estrutural do caule de milho. Ao final deste estudo
obteve-se uma alternativa promissora para que os carboidratos presentes nesta biomassa
estivessem mais acessiveis para a digestao anaerdbia e como consequéncia o aumento da
producdo de biogas.

Palavras-Chave: caule de milho; pré-tratamento de lignoceluldsico; co-digestdo com
dejeto suino; biogas.
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ABSTRACT

The need for renewable energy sources is evident today since oil-derived fuels are
depleting sources. Lignocellulosic biomass is a promising energy source because it has a
high content of cellulose, which can be converted to biogas. Currently, biogas production
is associated with the treatment of one of the greatest swine problems in Brazil, the
management of the high effluent load generated by the confined animal production
systems. In this work, different types of pre-treatments of a lignocellulosic raw material,
the corn stalk (Zea mays), were investigated using experimental design methodology, as
well as the potential of biogas production through co-digestion with swine waste.
Pretreatment with H>SO4 showed a significant removal of the hemicellulose fraction
using low acid concentrations (0.75%). However, because it also increased the lignin
fraction in the biomass, this technique is not suitable for the subsequent production of
biogas, since it ends up inhibiting the co-digestion process. On the other hand, pre-
treatment with alkaline H>O» (pH 11.5) achieved an increase in the cellulose fraction of
73.4% and a reduction of 71.6% in lignin content using 12% (v.v'") of H202, 58 °C of
orbital agitator temperature, 130.0 rpm stirring and 3.0% of solids content (3 g of dry
mass at 100 mL of solution) for 58.0 min. This pretreatment is recommended for biogas
production as it provided a 22% increase in the final volume of biogas and a one-third
reduction in the digestion time in comparison to the untreated biomass. There was no
significant difference between the use of the material containing all particle sizes and the
material with only the most abundant particle size (0.890 mm). The ultrasound system
with maximum irradiation power of 132 W is not indicated for lignocellulosic pre-
treatments as it does not promote changes in the structural composition of the corn stalk.
At the end of this study, a promising alternative was obtained in order to make the
carbohydrates present in the corn stalk more accessible for the anaerobic digestion and,
as a consequence, to increase the biogas production.

Keywords: corn stalk; lignocellulosic pretreatment; co-digestion with swine waste;
biogas.
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1. INTRODUCAO

A questdo do desenvolvimento sustentdvel vem sendo amplamente discutida,
tornando assunto de destaque a busca pela ampliagcdo da matriz energética. Torna-se cada
vez mais clara a necessidade do uso de biocombustiveis, substituindo a utilizagdo em
larga escala das reservas de petrdleo. Nesse sentido, os materiais lignocelulosicos, que
possuem em sua composicao estrutural basicamente celulose, hemicelulose e lignina,
apresentam-se como uma alternativa promissora (Dagnino et al., 2013; Lizasoain et al.,
2017).

Esse tipo de matéria-prima possui em sua constituigdo um teor elevado de
carboidratos, que se encontram em cadeias poliméricas e podem ser hidrolisados e
digeridos. O principal obstaculo para essa conversdao ¢ conseguir desmontar a resistente
estrutura da biomassa lignoceluldsica, liberar os agucares suscetiveis a co-digestao de
forma eficaz e tornar o uso economicamente viavel (Paudel et al., 2017; Santos et al.,
2012).

A suinocultura brasileira ¢ uma das cadeias de producao de maior expressao na
agropecuaria brasileira, apresentando grande importancia econdmica e social. Porém, na
busca de maior produtividade, visando redugdo de custos, tem-se grandes concentragdes
de animais em pequenas areas territoriais, caracterizando os sistemas de producdo de
animais confinados (SPACs) (Miele et al., 2013).

Essa pratica gera elevada quantidade de dejeto com alta concentracdo de nutrientes,
tornando-se o grande desafio para manutengdo e ampliagdo desta atividade. A pratica
comumente adotada pela suinocultura brasileira tem sido a armazenagem desses residuos
em lagoas ou tanques e sua posterior aplicacdo como fertilizante vegetal e condicionador
do solo (Kunz et al., 2009).

Porém, quando a disposicao dos efluentes no solo nao ¢ possivel, em fungdo dos
riscos ambientais advindos da sobrecarga de nutrientes e da falta de areas para dispor a
elevada quantidade de dejetos gerados, fica evidente a necessidade de buscar-se
alternativas para o tratamento dos mesmos (Seganfredo, 2007).

Dentre as alternativas existentes para o tratamento de efluentes, esta a biodigestao,
que além de tratar-se o residuo permite a geragao de energia. Poder-se-a obter uma maior

quantidade de energia destes residuos ao adotar-se o processo de digestdo anaerdbia



conjunta, a co-digestdo. Esse processo consiste na mistura dos dois residuos
agroindustriais, o efluente suino e materiais lignocelulosicos da cadeia agricola, de forma
a obter um produto final com maior valor agregado (Croce et al., 2016; Dahunsi et al.,
2017).

A realizagdo de um pré-tratamento tem papel decisivo na desestruturacdo da
complexa estrutura quimica que forma os diferentes materiais lignocelulosicos com vistas
a facilitacdo do processo subsequente de hidrolise, uma vez que apos tratado, esse
material apresentard maior digestibilidade (Dinuccio et al., 2010; Zheng et al., 2014).
Existem diversos tipos de pré-tratamentos de materiais lignocelulosicos sendo estudados,
que de modo geral, classificam-se em fisicos, quimicos, bioldgicos e combinados (Yao et
al., 2018).

O pré-tratamento ideal produz um solido de facil digestdo, ndo degrada os agucares,
remove significativamente a lignina, ndo inibe o passo subsequente de digestdo. Produz
residuos sem desperdicio do material sélido, tem um alto grau de simplicidade e ¢ efetivo
(Mosier et al., 2005; Pienkos e Zhang, 2009; Zhao et al., 2018).

A crescente demanda pela producdo de combustiveis com elevada eficiéncia e
principalmente que se apresente sustentavel, como ¢ o caso do biogas, mostra a real
necessidade de aumentar significativamente sua produgdo (Mancini et al., 2018; Santos
etal., 2012).

Neste contexto, objetivou-se avaliar se diferentes tipos de pré-tratamentos afetam a
composicao estrutural de uma matéria prima lignoceluldsica, o caule de milho (Zea mays)
e investigar o potencial de producdo de biogas através da co-digestdo com dejeto suino

desta matéria prima pré-tratada.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIA PRIMA

O caule de milho foi obtido de uma colheita experimental no campus Chapecod da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Santa Catarina, Brasil no ano de 2016.
Realizou-se assepsia do mesmo com posterior secagem ¢ moagem em moinho de facas
(SOLAB, SL-31, Brasil). O caule triturado foi peneirado utilizando um conjunto de
peneira série Taylor (200 — 4 mesh), a fim de determinar o tamanho de particula de maior
abundancia. Esta foi utilizada para o estudo inicial dos pré-tratamentos (Hames et al.,
2008). As amostras de caule de milho triturado e peneirado (CMTP) e sem peneiramento

(CMT) foram armazenadas em freezer a -4 °C.

2.2 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

2.2.1 ANALISE DA COMPOSICAO ESTRUTURAL DA BIOMASSA

O material ndo tratado e ap6s cada um dos pré-tratamentos teve sua composi¢ao
analisada, determinando-se o teor de so6lidos fixos, extrativos (ndo tratado) e compostos
estruturais majoritarios (celulose, hemicelulose e lignina).

A quantidade de materiais extrativos foi determinado da biomassa ndo tratada
segundo metodologia de Sluiter et al. (2008). Os extraiveis do CMTP e CMT foram
extraidos por 6 horas em Soxhlet (MARCONI, Brasil) com dgua destilada e apds por mais
6 horas com etanol 95 % (Vetec, Brasil). Colocou-se 200 mL de cada uma das solugdes
em cada um dos baldes extratores juntamente com pérolas de vidro. Regulou-se a
temperatura para um ciclo de 10 sifonac¢des por hora. O processo foi finalizado quando o
liquido em torno do cartucho de extracdo tornava-se incolor, indicando a remog¢ao dos
extrativos da biomassa. Ao término da extracao, os sélidos foram lavados com 100 mL
de etanol, secos a 105 °C até massa constante, determinada em balanca analitica.

O teor de solidos fixos foi determinado apds a queima das amostras em uma mufla
(JUNG, Brasil) a 800 °C por 20 min e repetidos por mais 15 min, até verificar-se massa

constante, determinada em balanga analitica (Sluiter et al., 2008).



O teor de celulose, hemicelulose e lignina total foram determinados a partir da
hidrolise do material com H2SO4 72% (Sluiter et al., 2012). Cerca de 0,3 g de amostra
seca foram tratados com 3 mL de H2SOs 72% (v.v'!) por uma hora a 30 °C em banho
termostatico (NOVA NI 1281, Brasil). Em seguida o conteido do tubo de ensaio foi
transferido quantitativamente para um Erlenmeyer de 250 mL com o auxilio de 84 mL de
agua. A mistura foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos, resfriada e filtrada em papel
filtro, previamente secos a 105 °C e pesados. O material retido foi lavado com
aproximadamente 1,5 L de agua destilada e seco até massa constante em estufa a 105 °C.
Esse residuo corresponde a lignina insoluvel em acido (Klason). O filtrado foi analisado
quanto aos teores de carboidratos em um sistema cromatografico.

A andlise cromatografica para a determinacdo de glicose, xilose, celobiose,
arabinose, acido acético foi conduzida por cromatografia liquida com espectrometro de
massa (CL-EM) (SHIMADZU, Japao), equipado com detector de indice de refragdo
(DIR-10 A), operado com coluna AMINEX® BIORAD HPX87H, utilizando como fase
mével H2SO4 0,005 mol.L™!, modo isocratico, temperatura de 45°C, volume de injecdo de
20 uL e fluxo de 0,6 mL. min!. As amostras foram devidamente diluidas no eluente e
filtradas em filtro de 45 um de acetato de celulose (Millipore®). O eluente foi filtrado a
vacuo com membrana de 0,45 pum de politetrafluoretileno (PTFE) (Millipore®), e em
seguida degaseificado em banho de ultrassom por 15 minutos.

A concentragdo dos compostos foi determinada por meio de curvas de calibragao
utilizando-se padroes especificos para CL-EM da marca Sigma-Aldrich (dados ndo
mostrados) (Bazoti et al., 2017).

A quantificacdo de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) foi realizada em CL-EM
(SHIMADZU, Japao), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), operado com
coluna C18 utilizando-se como fase mdvel acetonitrila/agua 1:8 com adicao de 1% de
acido acético (J.T.Barker, Brasil). Temperatura do forno de 30 °C, modo isocratico,
volume de injecdo de 20 pL e fluxo de 0,8 mL.min"'. As amostras foram devidamente
diluidas no eluente e filtradas em filtro de seringa de 45 um de acetato de celulose. O
eluente foi filtrado com membrana de 0,45 um (Millipore®) de PTFE, e em seguida
degaseificado. A concentracdo dos compostos foi determinada por meio de curvas de
calibracao utilizando-se padrdes especificos para CL-EM da marca Sigma-Aldrich (dados

ndo mostrados) (Bazoti et al., 2017). O teor de lignina solivel em acido foi determinado



através da leitura em 280 nm de uma dilui¢do 1:100 do hidrolisado, tomando-se como
padrio uma absortividade de 30 L. g'l.cm™ neste comprimento de onda (Sluiter et al.,
2012). O teor lignina foi expresso como a soma das fragdes insoluveis e soliveis em

acido.

2.2.2 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM

TRANSFORMADA DE FOURIER (EIV-TF)

Para investigar e determinar mudancas quimicas no caule de milho, os espectros
IV-TF de caule de milho com e sem pré-tratamento, foram obtidos por um espectrometro
de infravermelho (IRTracer-100, SHIMADZU, Japao). As amostras secas foram
comprimidas em pastilhas contendo KBr. A propor¢ao em massa de KBr para as amostras
foi de 100:1. Os espectros das amostras foram obtidos pela varredura de 4000 a 400 cm™!
com uma resolucdo espectral de 2 cm™!, sendo a média de 40 varreduras (Zhao et al.,

2016). Foram realizadas triplicatas dos experimentos.

2.3 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

O estudo dos pré-tratamentos deu-se por meio de planejamento estatistico
utilizando delineamento composto central (DCC). O delineamento proposto para o pré-
tratamento com H2SO4 foi um 2%, com pontos axiais, para o pré-tratamento com H20z o
delineamento foi um 2°"! e para o sistema de ultrassom um delineamento 2* (Rodrigues e
Iemma, 2014).

A andlise estatistica das diferentes respostas, obtidas ao longo do estudo, foi feita
utilizando-se o software STATISTICA V. 12. O nivel de confianca utilizado nos
experimentos foi de 95% (p<0,05). Pdde-se realizar analise de variancia (ANOVA), de

efeitos e teste de comparacao de médias (Tukey).

2.4 PRE-TRATAMENTOS

Os pré-tratamentos estudados foram vapor imido em autoclave na presenga de

acido sulfurico (H2SOs), peréxido de hidrogénio (H20.) alcalino em agitador orbital e



sistema de ultrassom. Os pré-tratamentos foram avaliados utilizando-se a metodologia de
delineamento composto central, a fim de determinar-se a melhor condi¢do de pré-
tratamento para posterior determinagdo do potencial de producdo de biogas.

Os experimentos realizados, tiveram como objetivo verificar, entre os fatores
estudados e seus niveis, quais os significativos e com isso otimizar a etapa de pré-
tratamento. As respostas avaliadas para os planejamentos foram a composi¢ao estrutural
do caule de milho triturado apds o pré-tratamento, sendo esta composi¢do o teor de
celulose, hemicelulose e lignina.

Ao término de cada uma das reagdes as biomassas foram filtradas em filtro de nailon
de 100 pm e o liquido reacional foi descartado. As amostras foram lavadas com agua
destilada até pH 7. As amostras foram entdo levadas para a estufa (SOLAB SL-100,
Brasil), secas a uma temperatura de 105 °C, até massa constante. Apos, as amostras foram
pesadas em uma balanga analitica e armazenadas em potes plasticos identificados em

freezer a -4 °C, estando assim, prontas para etapa posterior de analise.

2.4.1 VAPOR UMIDO EM AUTOCLAVE NA PRESENCA DE ACIDO
SULFURICO

As variaveis estudadas foram, tempo de exposicao (5, 17,5, 30, 42,5 e 50 min),
temperatura de trabalho da autoclave (100, 108, 116, 124 e 132 °C), concentracao de
H,S04 (0, 0,75, 1,5, 2,25 € 3% (v.v'!)), e massa seca (1, 5,5, 10, 14,5 e 19 g), (Baadhe et
al.,, 2014; Li et al., 2016). Pesou-se uma quantidade de massa seca de CMTP em
Erlenmeyers de 250 mL, utilizando-se balanca analitica (SHIMADZU AUY220,
Filipinas). O teor de umidade do CMTP ndo tratado foi calculado previamente em
triplicata e utilizado para correcdo do valor pesado para obter-se o valor de massa seca.
Considerando a 4gua proveniente da umidade intrinseca do CMT e a concentracdo de
H>SO4 (Neon, Brasil) requerida no planejamento, preparou-se solugcdes aquosas acidas
com volume final de 100 mL. Todos os experimentos foram feitos utilizando-se 0 mesmo
volume de solucdo 4cida, portanto pdde-se avaliar a interferéncia da razao liquido/sélido
(m.v'!") para o desempenho do pré-tratamento. Estas solugdes, foram entdo, colocadas em

Erlenmeyers, contendo a biomassa e esses tampados e levados a autoclave vertical



(Phoenix Luferco, AV-75, Brasil). Apds o tempo de experimento, essas amostras foram

retiradas da autoclave, arrefecidas até temperatura ambiente (25 °C) e filtradas.

2.4.2 PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO EM AGITADOR ORBITAL

As variaveis estudadas foram, tempo (32,5, 60 e 87,5 min), temperatura de trabalho
do agitador orbital (36, 47 e 58 °C), agitacao (130, 150 e 170 rpm), massa seca (3,5 ¢ 7
g) e concentragio de HxO: (4, 8 e 12% (v.v'!)). A massa seca de material, obtida de acordo
com o teor de umidade da amostra foi calculada e pesada em balanga analitica em
Erlenmeyers de 250 mL. A concentragdo de H>O> no frasco era de 30% (Quimica
Moderna, Brasil), utilizou-se esta quantidade de perdxido de hidrogénio como sendo a
inicial (Rabelo et al., 2009; Sun et al., 2015). As solu¢des com volume final de 100 mL,
contendo H>O e determinada concentracdo de peroxido, tiveram o pH ajustado até 11,5,
gotejando-se uma solugdo de NaOH 2 mol.L' (Vetec, Brasil). Atingindo-se o pH
desejado, o volume era aferido até 100 mL. Todos os experimentos foram feitos utilizando
o mesmo volume de solucdo basica, portanto pode-se avaliar a interferéncia da razao
liquido/sélido (m.v") para o desempenho do pré-tratamento. Apos o ajuste, esta solugio
foi entdo colocada em Erlenmeyers, contendo a biomassa. A fim de diminuir a formagao
de espuma, adicionou-se 0,5 mL de antiespumante (Biocane FC 500, Brasil), sem
formulagdo divulgada. Os Erlenmeyers foram tampados e levados para o agitador orbital
(New Brunswick™ Innova® 42, EUA) ajustado na temperatura e agitagdo desejada. Apos

o tempo de experimento, as amostras foram retiradas do agitador orbital e filtradas.

2.4.3 PRE-TRATAMENTO UTILIZANDO-SE SISTEMA DE ULTRASSOM

As varidveis estudadas foram massa seca (3, 5 ¢ 7 gem 100 mL de H>O), tempo de
exposicao (22,5, 40 e 57,5 min), temperatura do meio reacional (20, 50 e 80 °C) e poténcia
do banho de ultrassom (20, 50 e 80% de 132 W). As respostas avaliadas para este
planejamento foram novamente a composicao estrutural do caule de milho triturado apos
pré-tratamento em sistema de ultrassom e sua respectiva redu¢do de massa. Mais uma
vez, pesou-se uma quantidade de massa seca de CMTP em Erlenmeyers de 250 mL,

utilizando-se balanca analitica (SHIMADZU AUY220, Filipinas). Considerando-se a



agua proveniente da umidade intrinseca do CMTP ajustou-se um volume final de 100 mL
de H>O.

Os experimentos foram realizados utilizando-se o mesmo volume de liquido,
portanto pdde-se avaliar a interferéncia da razio liquido/solido (m.v'!) para o desempenho
do pré-tratamento. Estes 100 mL foram entdo, colocados em Erlenmeyers, contendo a
biomassa e estes tampados e levados a banho de ultrassom (UNIQUE INC., USC-1800?,
frequéncia de operagdo US 40 kHz e poténcia maxima de 132 W — 0,42 W.cm?)
(Nakashima et al., 2016; Nikolic et al., 2010). Ap6s o tempo de experimento, as amostras
foram retiradas do sistema de ultrassom, arrefecidas até temperatura ambiente (25 °C) e

filtradas.

2.5 AVALICAO DO POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS (PBB)

A partir das melhores respostas obtidas nos pré-tratamentos pode-se determinar o
PBB utilizando o CMT pré-tratado e ndo tratado e. Avaliou-se também nesta etapa o
efeito do peneiramento na produgao de biogas, comparando-se a resposta usando o CMT
nao tratado e ndo peneirado e o ndo tratado e peneirado.

A metodologia para a determinacdo do PBB através da co-digestdo do caule de
milho triturado foi de acordo com Steinmetz et al. (2016) seguindo as normas da VDI
4630 (20006).

Os experimentos de digestdo anaerobia foram realizados em condigdes de
temperatura mesofilica, aproximadamente 37 °C eem triplicata. Os testes foram
realizados utilizando-se um frasco reator de 250 mL. O volume do gas foi medido usando-
se tubos eudidometros graduados de 500 mL. A concentragdo de solidos volateis em cada
reator foi fixada em 10% (m.v!). A produ¢do de gis foi monitorada diariamente por
deslocamento da coluna do liquido selante dentro do eudidmetro, e o volume de biogas
seco foi normalizado para 273,1 K e 1013 hPa. O in6culo anaerébio mesofilico utilizado
seguiu as condi¢cdes otimizadas descritas por Steinmetz et al. (2016). O mesmo
permaneceu sete dias sem alimentacdo para reduzir a producdo de biogas basal. As
caracteristicas fisicas do inoculo utilizado encontram-se descritas na Tabela 7. Apos o

teste, a producdo de biogas foi considerada estabilizada sempre que a producao diaria de



biogas foi igual ou inferior a 1% do volume total (VDI 4630, 2006). O padrao de
referéncia utilizou celulose microcristalina (Sigma-Aldrich, Brasil).

Para avaliagdo da composi¢ao do biogas (CHs, CO2 e HoS), as amostras foram
analisadas por sensores infravermelhos e eletroquimicos (BIOGAS5000, USA). Os
solidos totais, volateis e fixos foram analisados de acordo com APHA (2012). As
amostras foram secas a 105 °C para a determinagdo de so6lidos totais (ST) e calcinadas a

550 °C para determinagao de solidos volateis (SV) e solidos fixos (SF).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA NAO TRATADA

O caule de milho triturado, foi peneirado em peneiras com o crivo variando de 4,750
a 0,075 mm. Os resultados deste fracionamento podem ser observados na Figura 1. A
fragao peneirada de maior abundancia foi a que ficou retida sobre a peneira de mesh 30
(0,6 mm). O diametro médio de particula mais abundante foi o de 0,890 mm. Sendo o
tamanho médio de particula responsavel por 58,4+3,8% de todo o caule triturado. Os
tamanhos menores de particula foram descartados, e esta fracao foi utilizada para os testes

utilizando o caule de milho triturado e peneirado, assim como no estudo de Croce et al.

(2016).
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Figura 1 Distribui¢ao granulométrica do caule de milho triturado apos peneiramento.

A partir das analises cromatograficas foi possivel determinar a composicao
estrutural da biomassa em questdo, o CMTP e CMT.

A composicao ndo tratada de ambos os substratos, peneirado e ndo peneirado pode
ser observada na Tabela 1. Nota-se a presenca de celulose, hemicelulose, lignina e s6lidos
fixos em quantidades de acordo com os encontrados por Su et al. (2006). Os

pesquisadores relataram valores de 36,5+0,3%, 28,9+0,3%, 17,4£0,3% e 5,2+0,8%
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respectivamente para o caule. Santos (2014), analisou a composi¢ao da palha das folhas
do milho e relatou os seguintes valores 36,7+0,2%, 34,2+0,1%, 14+0,1% e 2,34+0,3%.
Ela também relatou o teor de extrativos presente na palha do milho 11,64+0,5%. J& para
Cai et al. (2016) os valores de celulose, hemicelulose e lignina ficaram em torno 43,4%,
19,5% e 21,4%, para uma analise da composi¢do conjunta de todas as partes do milho. Li
et al. (2016) apresentam a composi¢do estrutural de partes separadas do milho, neste
estudo tem-se a composicao do caule em torno de 344+3% de celulose (glicose), 24+2%
de hemicelulose (arabinose + xilose), 20+2% de lignina e 2% de so6lidos fixos. Neste
estudo, cerca de 20% da composi¢do do material ndo foi quantificado, estes valores
correspondem a fragao de extrativos que ndo sdo analisados por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

Tabela 1 Composi¢ao estrutural do caule de milho triturado ndo tratado.

Caule ndo tratado

Parametro Peneirado? Nao peneirado®
Celulose (% m.m™) 29,7+0,8 32+0,5
Hemicelulose (% m.m™) 23,3+0,3 23,5+0,5
Lignina (% m.m™) 21,8+2,4 18,9+1,4
Extrativos (% m.m™) 16,8+0,2 16,7+0,1
Sélidos Fixos (% m.m™) 3,4+0,2 3,8+0,2

Nota: Letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%. Valores sdo médias
de triplicatas e seus respectivos erros-padréo.

Quanto a composicao inicial, nao ha diferenca estatisticamente significativa entre a

biomassa peneirada e ndo peneirada que continha todo o espectro de particulas.

3.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA PENEIRADA APOS PRE-
TRATAMENTO

3.2.1 PRE-TRATAMENTO DE VAPOR UMIDO EM AUTOCLAVE COM ACIDO
SULFURICO DILUIDO

A composic¢ao do caule de milho triturado e peneirado apds pré-tratamento de vapor

umido em autoclave com acido sulfurico diluido pode ser observada na Tabela 2.
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Observa-se que praticamente todas as condi¢des experimentais reduziram a quantidade
de hemicelulose presente na biomassa. Segundo Guo et al. (2011) e Song et al. (2014), o
caule de milho perdeu principalmente suas fragdes de hemicelulose e celulose apos o pré-
tratamento com acido. Fernandez-Cegri et al. (2012) observaram que o H>SO4 ndo pode
dissolver a lignina do residuo de 6leo de girassol, mantendo a mesma propor¢ao que a do
material ndo tratado. Estes estudos relataram que os pré-tratamentos acidos e alcalinos

tiveram efeitos diferentes sobre a composi¢ao da matriz lignocelulésica.
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Tabela 2 Composicao estrutural do caule de milho triturado e peneirado apos pré-tratamento em autoclave na presenga de HoSOy4, valores

codificados e reais das variaveis.

Ensaio Tempo Temperatura  Concentragao Massa Celulose Hemicelulose Lignina
(min) (°O) H>SO4 (%) Seca (g) (%) (%) (%)
1 -1(17,5) -1 (108) -1(0,8) -1(5,5) 28,5 3,7 41,4
2 -1(17,5) -1 (108) -1(0,8) 1 (14,5) 30,8 6,2 35,1
3 -1(17,5) -1 (108) 1(2,3) -1(5,5) 9,3 1,1 57,3
4 -1(17,5) -1 (108) 1(2,3) 1 (14,5) 9,8 0,3 51
5 -1(17,5) 1(124) -1 (0,75) -1(5,5) 27,4 0,9 40,5
6 -1(17,5) 1 (124) -1 (0,75) 1 (14,5) 31,3 4,2 30,1
7 -1(17,5) 1(124) 1(2,3) -1(5,95) 5,1 0,3 61,4
8 -1(17,5) 1 (124) 1(2,3) 1 (14,5) 28,5 1,6 65,1
9 1 (42,5) -1 (108) -1 (0,75) -1(5,5) 28,8 1,8 37,9
10 1 (42,5) -1 (108) -1(0,75) 1 (14,5) 33,5 5,7 39,3
11 1(42,5) -1 (108) 1(2,3) -1(5,5) 8,1 0,3 59,6
12 1 (42,5) -1 (108) 1(2,3) 1 (14,5) 12,6 0,3 57,1
13 1(42,5) 1(124) -1(0,75) -1(5,5) 43,9 5,8 28,9
14 1 (42,5) 1(124) -1(0,75) 1 (14,5) 38,7 12,8 18,4
15 1(42,5) 1(124) 1(2,3) -1(5,5) 38 0,8 31,3
16 1(42,5) 1(124) 1(2,3) 1 (14,5) 37,7 1,7 37
17 -2 (5) 0(116) 0(1,5) 0 (10) 19,4 0,7 44,1
18 2(55 0(116) 0(1,5) 0 (10) 19 0,4 49,9
19 0 (30) -2 (100) 0(1,5) 0 (10) 15,7 0,3 51,7
20 0 (30) 2 (132) 0(1,5) 0 (10) 16,2 0,5 59,9
21 0 (30) 0(116) -2(0) 0 (10) 31,5 23,5 17,9
22 0 (30) 0(116) 2(3) 0 (10) 1,1 0,2 64,2
23 0 (30) 0(116) 0 (1,5) -2(1) 20,6 0,7 61

13



Ensaio Tempo Temperatura  Concentragao Massa Celulose Hemicelulose Lignina
(min) O H>S04 (%) Seca (g) (%0) (%0) (%)
24 0(30) 0(116) 0(1,5) 2 (19) 22,9 0,4 46,3
25(C) 030 0(116) 0(1,5) 0 (10) 33,1 3,5 40,9
26 (C) 0(30) 0(116) 0(1,5) 0 (10) 40,3 4,7 27,9
27(C) 0(30) 0(116) 0(1,5) 0 (10) 35,7 4.4 33,6
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Neste estudo observou-se também este tipo de resposta, conforme os dados
apresentados na Tabela 2, apenas na condi¢dao onde nao havia presenca de acido sulftrico
no meio reacional (Ensaio 21), ndo houve remocao da hemicelulose, mostrando mais uma
vez a eficiéncia deste tipo de pré-tratamento para a remog¢ao da hemicelulose.

O pré-tratamento acido resulta em ruptura de ligagdes covalentes, ligacdes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals que retém os componentes da biomassa, o que,
consequentemente, causa a solubilizagdo da hemicelulose e a certa reducao da celulose
em algumas condigdes (Li et al., 2010). Em contraste, o tratamento com perdxido de
hidrogénio alcalino quebra as ligagdes entre a lignina. Pelo efeito do 4cido diluido, a
maioria da xilose nos materiais lignoceluldsicos pode ter sido hidrolisada em
monossacarideos, indicando que a hemicelulose na biomassa foi despolimerizada (Cai et
al., 2016).

Através da andlise de efeitos das varidveis, com 95% de confianga para as 3
respostas estudadas (celulose, hemicelulose e lignina) pode-se observar que as variaveis
temperatura e concentracdo de 4cido sdo as Unicas significativas para a alteragdo das
fragdes de celulose e lignina presente na biomassa apds o pré-tratamento. Para a fragdo
de hemicelulose a Uinica variavel significativa para o processo foi a concentragao de acido.
Estes resultados salientam o efeito dominante desta variavel sobre as demais estudadas,
quando se tratada de remocao da fragdo de hemicelulose.

A partir dos resultados do planejamento dos experimentos, foi possivel propor
modelos empiricos matematicos, buscou-se maximizar a fracdo celuldsica presente na
biomassa e reduzir-se as fracdes de hemicelulose e lignina, interferentes para os processos
fermentativos (Li et al., 2010).

As curvas de contorno referentes as composi¢des de celulose, hemicelulose e
lignina, podem ser vistas na Figura 2 A, B e C respectivamente. Os trés modelos
matematicos foram validados através de analise de variancia (ANOVA). Os graficos
foram gerados utilizando a interacdo de apenas duas variaveis, as quais foram
significativas segundo a andlise estatistica. As demais varidveis foram fixadas. Os trés
modelos foram validados a 95% de confianga. O modelo matematico para a celulose,
visto na Figura 2 A, apresentou um R? de 78,3%, ja o modelo matematico para a

hemicelulose, observado na Figura 2 B, teve um R? de 84,3% e para lignina, visto na
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Figura 2 C, o modelo matematico possui um R? de 81,2%, apresentando uma boa

capacidade preditiva.
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Figura 2 Porcentagem de celulose (A), hemicelulose (B) e lignina (C) presente na

biomassa ap6s o pré-tratamento acido.
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No estudo realizado por Li et al. (2016) o caule de milho submetido ao pré-
tratamento 4cido apresentou uma remog¢ao quase completa da hemicelulose presente. Em
comparagao os teores de celulose e lignina aumentaram (Wang et al., 2018). O caule de
milho foi pré-tratado com 2% (p/v) H2SO4, temperatura da autoclave de 121°C e 10%
(m.v'!") de concentragio de sélidos durante 60 min. Nestas condi¢des o teor de celulose
(glicose) aumentou aproximadamente de 34+3% para 52+4%, hemicelulose (xilose)
reduziu de 24+2% para 2+0% e lignina aumentou de 20+2% para 34+2%.

Cai et al. (2016) submeteu a palha de milho ao pré-tratamento com acido diluido e
teve um aumento de teor de celulose (glicose) de 43,4% para 57,8%, o teor de
hemicelulose diminuiu de 19,5% para 2,5% e a lignina aumentou de 21,4% para 28,6%.
As condigdes experimentais foram 2% (m.v'') H,SOa, temperatura da autoclave de 120
°C e 1:10 (m.v'") de razdo solido liquido, durante 60 min.

Neste estudo conseguiu-se aumentar o teor de celulose na biomassa pré-tratada para
43,9% (inicial 29,7+0,8%), diminuir o teor de hemicelulose para 5,8% (inicial
23,3+0,3%) e como consequéncia negativa aumentou-se o teor de lignina para 28,9%
(inicial 21,8+1,4%). A condi¢do na qual este resultado foi obtido foi de 0,75% (v.v'!) de
H2S04, 120 °C de temperatura da autoclave, concentragdo de sélidos de 5,5% (m.v'!) por
42 min. A composi¢do da biomassa nao tratada pode ser observada na Tabela 1.

Song et al. (2014) relataram que o pré-tratamento com acido sulfurico diluido em
autoclave foi eficiente para promover alteragdes estruturais na palha das folhas do milho,
assim como o observado neste trabalho.

Utilizando a metodologia do planejamento experimental pdde-se obter valores
satisfatorios de celulose e remocao de hemicelulose da biomassa em comparagdo com os
resultados de Li et al. (2016) e Cai et al. (2016). Utilizando menos &cido sulfurico (2,7
vezes menos) € menor tempo de exposicdo em autoclave (1,4 vezes menos). Quanto a
temperatura de trabalho da autoclave novamente a faixa mais adequada foi em torno de
120 °C. A quantidade de s6lido tratado nao foi significativa para as respostas.

Analisando as Figura 2 A, B e C pdde-se encontrar as regides que otimizam a
composicao da biomassa. Para a celulose encontrou-se uma regido 6tima que gira em
torno de 116 °C para temperatura de operagdo da autoclave e 0,75% de concentracao de
acido sulfurico presente no meio reacional (Baadhe et al., 2014). As varidveis tempo e

massa seca, fixadas anteriormente em 30 min e 5,5 g, tiveram seus valores escolhidos
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baseados em condi¢des operacionais dos equipamentos utilizados, sendo estas as
condi¢cdes operacionais escolhidas para dar prosseguimento nos estudos de co-digestdo e

varredura de infravermelho.

3.2.2 PRE-TRATAMENTO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO ALCALINO
EM AGITADOR ORBITAL

Um dos primeiros estudos de pré-tratamento utilizando peroxido de hidrogénio
alcalino foi relatado por Gould e Freer (1984). Porém, na maioria das vezes nao had um
estudo sistematico das varidveis que afetam significativamente o processo. Utilizando-se
a metodologia de planejamento experimental foi possivel avaliar o efeito de todas as
variaveis estudadas e suas interagdes tendo como resposta os teores de celulose,
hemicelulose e lignina na biomassa apds o pré-tratamento. A lignina ¢ um polimero
polifendlico tridimensional complexo que dad rigidez e recalcitrancia a biomassa
lignocelulodsica. Sob as condi¢des alcalinas da solucdo que contém NaOH, o H2O» se
dissocia para formar anions hidroperoxi (HOO"), que subsequentemente reagem com
outra molécula de H,O; para gerar os radicais hidroxila ‘OH+ e superoxido O>™, altamente
reativos, mais uma molécula de H>O. Esses radicais reagem prontamente ¢ degradam a
lignina, produzindo compostos de baixo peso molecular e causando sua despolimerizagao
(Nakashima et al., 2016; Paudel et al., 2017), sendo sua remogao, o principal foco desta
etapa de estudo.

A composi¢ao da biomassa triturada e peneirada apos o pré-tratamento em agitador

orbital pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3 Composicao estrutural do caule de milho triturado e peneirado apds pré-

tratamento em agitador orbital na presenga de H>O», valores codificados e reais das

variaveis.
Ensaio Terppo Temperatura  Rotacdo  Concentragdo Celulose = Hemicelulose  Lignina
(min) W) (rpm) H>02 (%) (%) (%) (%)
1 -1(32,95) -1 (36) -1(32,4) 1(12) 43,4 24 6,6
2 -1(32,95) -1 (36) -1 (130) -1(4) 34,6 21,9 17,2
3 -1(32,5) -1 (36) 1 (170) -1 (4) 31,9 20,5 20,9
4 -1(32,95) -1 (36) 1(170) 1(12) 35,3 19,5 6
5 -1(32,5) 1 (58) -1 (130) -1 (4) 39,7 23,3 54
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Tempo  Temperatura  Rotacdo  Concentracdo Celulose Hemicelulose Lignina

Ensaio i) (°C) (rpm) H205 (%) (%) (%) (%)
6  -1(32,5) 1(58) -1 (130) 1(12) 453 20,4 9,5
7 -1(32,5) 1(58) 1 (170) 1(12) 48,7 232 14,2
8  -1(32,5) 1(58) 1 (170) -1(4) 31,4 20,8 14,3
9 1(87,5) -1 (36) -1 (130) -1(4) 39,2 23,6 6,2
10  1(87.,5) -1 (36) -1 (130) 1(12) 48,9 22,1 3,8
11 1(87,5) -1 (36) 1 (170) 1(12) 44.9 23,9 8,2
12 1(87.5) -1 (36) 1 (170) -1(4) 37 23,9 23.8
13 1(87,5) 1 (58) -1 (130) 1(12) 51,5 18,8 6,2
14 1(87.5) 1(58) -1 (130) -1(4) 42,3 23,9 8,4
15  1(87,5) 1 (58) 1 (170) -1(4) 44.9 23 6,4
16  1(87.5) 1(58) 1 (170) 1(12) 48,9 19 5,1
17(C)  0(60) 0 (47) 0 (150) 0(8) 45,7 24,6 5,8
18 (C)  0(60) 0 (47) 0 (150) 0(8) 45,8 24.4 5,9
19(C)  0(60) 0 (47) 0 (150) 0(8) 44.9 21,4 6

Diferentemente do pré-tratamento com H>SO4, apds o pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio alcalino parte da fracdo de lignina foi solubilizada no liquido
residual. Além disso, a hemicelulose foi parcialmente dissolvida pelas clivagens da
ligagdes de hidrogénio (Cai et al., 2016). Como resultado, a fragdo de hemicelulose na
biomassa pré-tratada foi pouco alterada.

Neste estudo conseguiu-se aumentar o teor de celulose na biomassa pré-tratada
para 51,5% (inicial 29,7+0,8%), o teor de hemicelulose teve uma reducao paral8,8%
(inicial 23,3+0,3%) e o teor de lignina teve uma redugdo para 6,2% (inicial 21,8+1,4%).
Esta nova composi¢ao da biomassa pré-tratada corresponde a um aumento proporcional
de 73,4% no teor de celulose, uma reducao de 19,3% de hemicelulose e uma redugao de
71,6% na presenca da lignina nesta biomassa. A condi¢do que se conseguiu este resultado
foi de 12% (v.v'!) de H>02, 58 °C de temperatura do agitador orbital, agitagio de 130 rpm
e concentracgdo de solidos de 3% (3 g de massa seca em 100 mL de solugdo) por 58 min
(Ensaio 13). A composi¢do da biomassa ndo tradada pode ser observada na Tabela 1.

No trabalho realizado por Cai et al. (2016) a palha de milho foi submetida ao pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino, 2% (m.v'!) H,0», temperatura ambiente
(25 °C) e 10% (m.v'") de concentracdo de sélidos e 200 rpm, durante 1440 min. Nestas

condi¢des o teor de celulose teve um aumento percentual quando comparado ao valor
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inicial de aproximadamente 32,8%, a hemicelulose (xilose) teve uma reducao de 6,2% e
a lignina diminuiu 19,6%.

Yu et al. (2010) realizaram o pré-tratamento de palha de milho com 2% (v.v!) de
solucdo de hidroxido de sodio (0,0016%) (v.v'1) e 3% de perdxido de hidrogénio (v.v'!),
a temperatura ambiente (25 °C) por 960 min. Ao final do pré-tratamento o teor de lignina
da palha de milho teve uma diminuicao de 43,5%

Sun et al. (2015), pré-trataram a palha de milho com 2% (v.v'') H,O,, pH ajustado
a 11,5, a temperatura de 35 °C e 10% (m.v'!) de concentracio de s6lidos, durante 1440
min. Nestas condigdes o teor de celulose (glicose) teve um aumento percentual quando
comparado ao valor inicial de aproximadamente 31,4%, a hemicelulose (xilose) teve um
aumento de 33,3% e a lignina diminuiu 38,9%.

A partir dos resultados do planejamento de experimentos, apresentado na Tabela 3
foi possivel realizar a analise estatistica dos efeitos das variaveis. Para a resposta teor de
hemicelulose nenhuma variavel apresentou efeito significativo com 95% de confianga,
fato que pode ser facilmente observado na Tabela 3, uma vez que independente das
condig¢des experimentais utilizadas o teor de hemicelulose se manteve constante com uma
média girando em torno de 22,2%, valor proximo da composi¢ao inicial da biomassa nao
tratada.

Para a resposta teor de lignina, pode-se observar que a variavel concentragao de
peroxido foi a Uinica significativa para a alteragdo de suas fragdes na biomassa apds o pré-
tratamento, com 95% de confianca. J& para a fragdo de celulose, resposta de interesse e
que se quer maximizar, as variaveis significativas positivas para o aumento desta fragao
com 95% de confianga foram a concentracdo de peroxido e o tempo de exposicao da
biomassa ao pré-tratamento. O efeito das varidveis para a resposta celulose pode ser visto
na Figura 3.

Utilizando-se a metodologia de planejamento experimental foi possivel identificar
quais as variaveis significativas para maximizar os teores de celulose e diminuir os teores
de lignina na biomassa. Chegou-se a conclusdo de que as varidveis temperatura do meio
reacional, agitacdo e razdo solido liquido ndo afetam significativamente o processo.
Somente as varidveis concentragdo de perdxido de hidrogénio e tempo afetam
positivamente, o que também foi encontrado por Song et al. (2013). Indicando que ao se

trabalhar nas condi¢des superiores do planejamento, 12% (v.v'!) de H2O e tempo de
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exposi¢do de 87,5 min, pode-se obter valores maiores de celulose. Este aumento nos
teores de celulose ocorre em decorréncia da desestruturacdo e remogao da lignina, o qual
foi o objetivo primordial deste tipo de pré-tratamento.

De modo geral pré-tratamentos alcalinos proporcionam maiores niveis de remog¢ao
de lignina em comparagdo com outros reagentes, independentemente do efeito da

temperatura (Cai et al., 2016). Tal efeito também foi identificado neste trabalho.

(5) HyO, (%) | I 4 3
(1) Tempo (min) | 13,4
(2) Temperatura (°C) | 2,7
(3) Rotagdo (rpm) | -1,6
(4) Massa Seca (g) | -1,5
3x4 ¢t -1,1
1x4¢t 1
2x4 ¢ -1
2x3 ¢ 0,9
1x3¢ 0,7
2x5¢ 0,5
Ix5¢ -0,3
Ix2¢ -0,2
3x5F  1-0,04
4x5F 10,03

p=0,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 3 Grafico de pareto para o efeito das varidveis estudadas sobre o teor de celulose

presente na biomassa apos o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino.

Este trabalho se mostrou promissor pois obteve-se valores percentuais de celulose
maiores e redugdes percentuais de lignina maiores que os apresentados por Zhao et al.
(2016) que realizou o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino em autoclave
(H-AFEX). Os pesquisadores tiveram uma redugdo percentual de 9,3% do teor de
celulose, enquanto neste trabalho obteve-se um incremento de 73,4% no teor de celulose.
J& o teor lignina teve uma reducgdo de 28,7%, e neste trabalho conseguiu-se uma redugdo
de 71,6%. Zhao et al. (2016) utilizaram condi¢des mais severas (130 °C, 10 min,
concentra¢io de NaOH de 1 (m.m™')) e maiores quantidades de peroxido de hidrogénio

(concentracdo de 0,7 (m.m™")) para a realiza¢io do pré-tratamento.
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3.2.3 PRE-TRATAMENTO EM SISTEMA DE ULTRASSOM

A composicdo da biomassa peneirada apdés o pré-tratamento em sistema de

ultrassom pode ser observada na Tabela 4. Esta biomassa pré-tratada serd referida como

caule de milho triturado apo6s pré-tratamento em sistema de ultrassom. Observa-se que

em praticamente nenhuma das condi¢des experimentais testadas houve alteragdo da

composi¢ao estrutural. Em resultados relatados por Nakashima et al. (2016) e Nikolic et

al. (2010) o sistema de ultrassom mostrou-se efetivo para desestabilizar a estrutura

lignoceluldsica. Porém, diferente deste estudo utilizou-se radiacdo ultrassonica com

poténcia de até 600 W e associacao com outros solventes.

Tabela 4 Composicao estrutural do caule de milho triturado e peneirado apds pré-

tratamento em sistema de ultrassom, valores codificados e reais das variaveis.

Ensaio Tempo Temperatura Poténcia ~ Massa  Celulose Hemicelulose  Lignina
(min) O (%) Seca (g) (%) (%0) (%0)
1 -1(22,5) -1 (42,5) -1 (20) -1(3) 29,4 21,3 27,2
2 -1(22,5) -1(42,5) -1 (20) 1(7) 30,2 22,4 17,8
3 -1(22,5) -1 (42,5) 1 (80) -1(3) 31,4 21 17,2
4 -1(22,5) -1(42,5) 1 (80) 1(7) 31,2 23,1 12,8
5 -1(22,5) 1 (67,5) -1 (20) -1 (3) 31,3 23,5 19,4
6 -1(22,5) 1(67,5) -1 (20) 1(7) 29,7 22,2 22,5
7 -1(22,5) 1 (67,5) 1 (80) -1 (3) 32 23,4 18,8
8 -1(22,5) 1(67,5) 1 (80) 1(7) 29,2 21,7 32
9 1 (57,5) -1(42,5) -1 (20) -1 (3) 30,7 22,9 17,6
10 1(57,5) -1(42,5) -1 (20) 1(7) 31,3 23,3 21,3
11 1(57,5) -1 (42,5) 1 (80) -1 (3) 31,1 23,5 20,7
12 1(57,5) -1(42,5) 1 (80) 1(7) 29.9 22,5 234
13 1(57,5) 1 (67,5) -1 (20) -1 (3) 32,9 24,6 22,6
14 1 (57,5) 1 (67,5) -1 (20) 1(7) 33 24,7 25
15 1(57,5) 1 (67,5) 1 (80) -1 (3) 30,7 23 11,3
16 1(57,5) 1 (67,5) 1 (80) 1(7) 31,2 23,8 20,2
17 (C) 0 (40) 0 (55) 0 (50) 0(5) 33,1 24,6 18,7
18 (C) 0 (40) 0(55) 0 (50) 0(5) 25 18,9 23
19 (C) 0 (40) 0 (55) 0 (50) 0(5) 29.4 22,4 17,1

Ao se utilizar todos os valores obtidos como resposta para o teor de celulose,

hemicelulose e lignina, pdde-se obter 3 valores médios e seus respectivos erros-padrao.
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Sendo eles 30,7+0,4 para celulose, 22,8+0,3 para hemicelulose e 20,5+0,4 para lignina.
Estes valores s3o muito préximos dos obtidos para a composi¢do ndo tratada do caule de
milho triturado e peneirado que pode ser vista na Tabela 1. Servindo, inclusive, como
parametro para verificacao dos teores inicias na composi¢ao da biomassa.

Através da avaliacdo dos efeitos das varidveis para as 3 respostas estudadas
(celulose, hemicelulose e lignina) pdde-se observar que, com 95% de certeza, nenhuma
das variaveis testadas teve efeito significativo nas respostas estudadas. Nakashima et al.
(2016) estudou o efeito do ultrassom isolado para provocar alteragdes estruturais (palha
do caule e folhas do milho) e depois analisou as alteragdes na fibra através de
espectroscopia de infravermelho usando transformada de Fourier, ndo sendo observado
alteragdo na composi¢ao, resultado que corrobora o que foi apresentado neste trabalho.

Isto se deve principalmente pelas condigdes de trabalho serem muito brandas.
Valores brandos de temperatura do sistema de ultrassom, associados a baixas poténcias
de ultrassom, ndo foram capazes de desmontar a rigida estrutura lignoceluldsica. As ondas
ultrassonicas e o efeito de cavitagdo provocado por elas ndo tiveram efeito significativo
nas faixas estudadas. Salienta-se que provavelmente ao se utilizar poténcias maiores de
ultrassom, que os 132 W fornecidos pelo equipamento utilizado para estes testes e
combinag¢do com outros solventes, poder-se-a obter resultados promissores para alteragao
da composi¢do do material lignoceluldsico (Mood et al., 2013; Sasmal and Mohanty,

2018).

3.3 AVALIACAO DA BIOMASSA PENEIRADA E NAO PENEIRADA APOS OS
PRE-TRATAMENTOS E CONFIRMACAO EXPERIMENTAL DOS DADOS
COLETADOS

Os parametros operacionais para a realizacao da avaliacao foram escolhidos a partir
da anélise das Tabelas 2 e 3 das Figuras 2 e 3. Também, nesta etapa, pode-se validar
experimentalmente os modelos propostos para o pré-tratamento de vapor imido com
acido diluido. O tratamento com sistema de ultrassom ndo teve testes repetidos, uma vez
que nao foi identificado modificag¢des significativas na composicao estrutural do material

apoés o pré-tratamento utilizando este sistema.
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As condigdes experimentais utilizadas para o pré-tratamento acido foram 116 °C
para temperatura da autoclave, 0,75% (v.v'') de H2SO4, tempo de exposi¢do de 30 min e
5,5 g de massa seca de caule de milho. Para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino as condigdes selecionadas foram tempo de reacdo de 87,5 min, 47 °C para
temperatura do agitador orbital, 150 rpm como velocidade de agitagdo, 5 g de massa seca
e 12% (v.v'!) de H20..

Os resultados da composi¢cdo estrutural apds o pré-tratamento realizado nas
condig¢des experimentais selecionadas para confirmar os dados coletados podem ser vistos

na Tabela 5. A analise da composi¢ao estrutural seguiu a metodologia descrita no item
2.2.1.

Tabela 5 Composi¢ao estrutural da biomassa depois de diferentes pré-tratamentos,

peneirada e nao peneirada.

H2SO4 em Autoclave H>0; Basico em

Composi¢ao Estrutural < Agitador Orblt? l
. . Nao . Nao
Peneirado  Previsto . Peneirado .

peneirado peneirado
Celulose (% m.m™) 3940,6% 37,3 41,1+0,12 50+0,9° 50,1+1,2f
Hemicelulose (% m.m™) 5,340,3° 6,9 5,1+0° 19,7+0,28 19,310,128
Lignina (% m.m™") 25,7+0,1° 24,7 23,741,6°  74+04"  6,9+0,1"
Perda de Massa (Y%om.m™')  36,2+0,1¢ 39,44+0,1°  50,8+0.4' 52,3+0,4

Nota: Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%. Valores sdo médias
de triplicatas e seus respectivos erros-padrao.

* Valores previstos pelo modelo empirico matematico obtido apds tratamento estatistico, para 0 CMT
peneirado.

Os valores previstos pelo modelo empirico mateméatico obtido para o pré-
tratamento com 4acido sulfarico podem ser vistos na Tabela 5. Os erros percentuais do
modelo estdo em torno de 4% para celulose e para a lignina. Ja para a hemicelulose o erro
salta para em torno de 30%. Mesmo assim, ainda proximo do observado
experimentalmente.

A comparacao entre 0o CMT peneirado e ndo peneirado também pode ser observado
na Tabela 5. Assim como a composi¢ao nao tratada, observada na Tabela 1, a operacdo
de peneirar o substrato ndo diferencia a composi¢cdo do mesmo apds os pré-tratamentos.
Tal resultado € importante, visto que se pode eliminar esta operagao unitaria, podendo-se

trabalhar tanto com os tamanhos maiores ou menores de particulas, presentes no CMT,
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conforme descrito na Figura 1. Nao somente com a particula média mais abundante de
0,890 mm.

Ja, quanto a perda de massa comparando o CMT peneirado com o nao peneirado ha
diferenca significativa. Tal fato foi explicado pelo caule ndo peneirado conter particulas
menores que ao final do pré-tratamento sdo solubilizadas no liquido sobrenadante, ou
mesmo no momento da filtragdo para separacio do solido sdo perdidas.

Nao sendo verificada diferenca significativa na composigao estrutural através do
Teste de Tukey, entre o pré-tratamento com o CMT peneirado e nao peneirado, procedeu-
se a avaliacdo do potencial bioquimico de biogas. Ambos os pré-tratamento, com acido
sulfurico e com peroxido de hidrogénio alcalino, foram avaliados e comparados com o

CMT nao tratado peneirado e ndo peneirado.

3.4 ALTERACOES ESTRUTURAIS NA FIBRA DE CMT

A andlise de EIV-TF buscou responder como estava o arranjo estrutural das
moléculas que compde o material pré-tratado e ndo tratado. A analise foi capaz de
responder quais as diferengas entre os pré-tratamentos e com isso obter algumas hipdteses
para o aumento e/ou diminui¢ao da producao de biogas.

O espectro de [V-TF do CMT nao tratado e pré-tratado com peroxido de hidrogénio
(H203) alcalino e em autoclave na presenca de acido sulfurico (H2SO4) ¢ apresentado na
Figura 4, e a atribui¢do dos picos de EIV-TF a grupos funcionais quimicos de acordo
com diferentes literaturas ¢ mostrada na Tabela 6 (Kumar et al., 2009; Li et al., 2016;

Yao et al., 2018; Zhao et al., 2016).
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Figura 4 Espectros de infravermelho utilizando transformada de Fourier da biomassa ndo

tratada e pré-tratada com H2SO4 e H20s.
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Tabela 6 Comprimentos de onda que correspondem a determinado grupo funcional e respondem a espectroscopia de infravermelho e seus

respectivos valores relativos para os dois pré-tratamento estudados*.

Comprimento . . Nao tratadp HZSO4 ; ; H:0, .
de Onda (em) Assinatura (Assignment) Absorbancia/ Absorbancia Variacdo Absorbancia/ Variagao
Razao /Razédo (%) Razdo (%)
3348 Estiramento O-H (Ligag¢des de hidrogénio de celulose) 0,3368 0,2819 16,3 0,4057 -20,5
2900 Estiramento C-H (Grupo metil/metileno de celulose) 0,1143 0,1132 1 0,1745 -52,7
1734 Ligagoes de carbonila (Associadas a remogao da cadeia lateral de lignina) 0,1029 0,0855 16,9 0,0194 81,1
1716 Acidos carboxilicos/grupos éster 0,0938 0,0896 4,5 0,0269 71,3
1633 Estiramento do anel aromatico (Associado a remogao de lignina) 0,1335 0,1106 17,2 0,1010 243
1604 Estiramento do anel aromatico (Mudangas na estrutura da lignina) 0,1293 0,1108 14,3 0,0757 41,5
1516 Lignina genérica 0,0923 0,1094 -18.5 0,0577 37,5
1516/897 Razao entre lignina/celulose 3,5 3,8 -8,3 0,8 76,4
1373 Estiramento O-H fenolico (Mudangas na estrutura da lignina) 0,1352 0,1233 8,8 0,1814 -342
1319 Estiramento do anel de siringil (Mudangas no monomero de lignina) 0,1160 0,1145 1,3 0,1651 -42.3
1251 Absorcao C-O (Resultante da clivagem de grupos acetil - lignina) 0,1530 0,1303 14,8 0,1171 23,5
1110 Celulose cristalina 0,2414 0,2143 14,3 0,3324 -27.9
1059 Estiramento C-O-C (Celulose e Hemicelulose) 0,2985 0,2557 11,2 0,3817 -37.7
897 Celulose amorfa 0,0264 0,0289 -9,5 0,0698 -164,4
1110/897 Razao entre celulose cristalina/amorfa 9,1 7.4 18,9 4,8 47,9
833 Flexao C-H de siringil 0,0109 0,0137 -25,7 NA 100
771 Celulose cristalina (Iar) 0,0078 0,0119 -52.6 0,0180 -130,8
719 Celulose cristalina (Ip) 0,0315 0,0251 20,3 0,0572 -81,6
771/719 Razao de polimorfos de celulose cristalina (Io/I) 0,2 0,5 91,5 0,3 -27,1

*%% Variagdo Relativa=100x(Absorbancia para biomassa ndo tratada - Absorbancia para biomassa pré-tratada)/Absorbancia para biomassa nao tratada; onde o nimero
positivo indica diminuigdo.
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As posi¢des das bandas em torno de 3448 e 2900 cm™ foi atribuida as ligacdes
quimicas da celulose presentes na biomassa. Em ambas hd um aumento da absorbancia
(20,5 e 52,7%) para o tratamento com H>O,. Tal fato foi explicado pelo aumento no teor
de celulose presente na biomassa apos o pré-tratamento. Ja para o pré-tratamento com
H2SO4 houve uma redugio da absorbancia na banda de 3448 cm™, indicando a diminui¢do
das ligacdes O-H da celulose (Assumpgao et al., 2016; Cai et al., 2016; Li et al., 2016;
Sun et al., 2013; Zhao et al., 2016). Mesmo o teor de celulose sendo maior que na
biomassa ndo tratada essa estava com sua estrutura modificada, em decorréncia da
exposic¢do a pressdo, temperatura e ao acido diluido.

As bandas em torno de 1734, 1716, 1633, 1604 e 1516 cm™' sdo associados a
grupamentos quimicos presentes na estrutura da lignina. Praticamente todos os picos
tiveram um achatamento ou desapareceram por completo para o tratamento com H>O»,
em decorréncia da agdo dos radicais hidroxila (Kumar et al., 2009; Nakashima et al.,
2016). O pré-tratamento com H>SO4 apresentou reducdo nestes mesmos picos, com
excecio da banda 1516 cm™ que foi também associada a presenca de lignina na biomassa.
Este fato esta de acordo com a analise da composicao estrutural onde o pré-tratamento
acido acaba por aumentar o teor proporcionalmente de lignina (Assumpgao et al., 2016;
Lietal., 2016; Yao et al., 2018).

A razdo entre lignina e celulose teve uma diminuicdo de 76,4% para o pré-
tratamento com H>O2 enquanto que o pré-tratamento com H2SO4 houve um aumento
desta razdo (Li et al., 2010) A presenga ou auséncia da lignina na biomassa que participa
dos processos de co-digestdo parece ser o fator preponderante para explicar o desempenho
superior de um dos pré-tratamentos e detrimento do outro. Lizasoain et al. (2017) e Yao
et al. (2018) relataram a formacgao de pseudo-lignina ap6s pré-tratamento em condigdes
severas (altas temperaturas/pressdes e solventes fortemente alcalinos) sobre o caule de
milho e trigo respectivamente, estes pré-tratamentos acabaram por diminuir a produgao
de biogas e em alguns casos inibir completamente a producao de biogas.

O pico a 1373 cm™! (lignina fenélica) apresentou diminuigdo para o pré-tratamento
com H>SO4 e aumento para o pré-tratamento com H>O». De acordo com a literatura, a
lignina fendlica € a que apresenta mais efeitos inibitérios do que a que se encontra
adsorvida como barreira fisica a celulose (Zhao et al., 2016). Porém, neste estudo, sua

presen¢a ndo causou prejuizos para co-digestdo. A alteracdo na estrutura da lignina ¢
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explicada pelo pré-tratamento acido ter agido preferencialmente nesta fragdo da lignina
enquanto o pré-tratamento com H>O> ndo agiu. Sendo a lignina remanescente deste pré-
tratamento a lignina fendlica. Tal comportamento foi observado também para a banda
1329 cm™! (anel de siringil), o pré-tratamento com H>O» aumentou o percentual relativo
deste grupo funcional de lignina, mais que para a biomassa nao tratada (Assumpc¢ao et
al., 2016; Sun et al., 2013; Wang et al., 2013; Yao et al., 2018; Zhao et al., 2016).

Os grupos acetil (lignina), que respondem a banda 1251 cm™ tiveram uma
diminui¢do para ambos os pré-tratamentos, sendo novamente uma reducdo mais
acentuada de cerca de 30,7% para o pré-tratamento com H>O> (Wang et al., 2013; Zhao
et al., 2016).

' foi atribuida a uma

A diminuicdo da intensidade do pico a 1059 cm"
degradagao/dissolu¢do parcial da hemicelulose. Como o pré-tratamento com H2SO4 age
principalmente na remog¢ao da hemicelulose a diminuic¢ao de 16,7% foi justificada (Zhao
et al., 2016).

A razio entre celulose cristalina e celulose amorfa (1110 cm™/897 cm™) apresentou
uma diminuicao de 47,9% para o pré-tratamento com H>O; e uma diminui¢do de 18,9%
para o pré-tratamento com H>SO4 (Cai et al., 2016; Li et al., 2010, 2016). Resultado
semelhante encontrado por Zhao et al. (2016) que submeteu a palha de milho ao pré-
tratamento com H-AFEX. Também houve um aumento na propor¢dao de polimorfos de
celulose cristalina (Io/If) ambas as altera¢des indicam que a estrutura supramolecular da
celulose foi alterada. Isso foi consistente com a farinha de milho tratada por AFEX
(Kumar et al., 2009).

Ambos os pré-tratamentos sobre o caule de milho deram origem a mudangas
estruturais quimicas. Porém, somente o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino essas mudancas reduziram efetivamente a recalcitrancia do caule de milho

Mathew et al. (2016).
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3.5 POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS (PBB)

Os pré-tratamentos selecionados para avaliagao do potencial bioquimico de biogas
da biomassa foram o com acido sulfurico e com perdxido de hidrogénio alcalino. O pré-
tratamento com sistema de ultrassom ndo teve testes repetidos para PBB, uma vez que
ndo foram identificadas modificagdes na composicdo estrutural da biomassa. As
condigdes operacionais para realizacdo do pré-tratamento da biomassa foram as mesmas
do item 3.3, baseadas nas melhores respostas dos pré-tratamentos.

Os resultados da avalicdo do PBB que o material pré-tratado e ndo tratado pode

fornecer encontram-se na Figura 5 ¢ na Tabela 7.
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Figura 5 Produc¢do acumulada de biogas por quilograma de so6lido volatil adicionado,
comparacao entre o caule triturado nao tratado (ndo peneirado e peneirado) e apos pré-

tratamento com acido sulfurico (H2SO4) e perdxido de hidrogénio alcalino (H202).

Nota: Valores sdo médias de triplicatas e seus respectivos erros-padrao.

A produgdo de biogas do indculo foi menor do que 10% da produgao total de biogés
para todos os quatro ensaios, assim como a producdo de biogés a partir do padrao de
celulose microcristalina foi superior a 80% do valor de referéncia 650 Labiogis.kgSVad!
conforme rege a norma VDI 4630 (2006). Atestando, portanto, a validade dos testes

realizados.
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Tabela 7 Caracterizagdo dos substratos e in6culo, média do potencial bioquimico de biogéds (PBB) e concentragdo de CHs4, CO> e HaS das

amostras estudadas.

Caule ndo tratado

A . ~ Caule pré-tratado
Parametro Inoculo  Padrdo celulose Pencirado  Nao peneirado 1,804 H,0,
Celulose (% m.m™) 3.4 99+1 29,7+0,8? 32+0,5% 40+0,5 52+1
Hemicelulose (% m.m™)) 21,4 ND 23,3£0,3>  23,5+0,5° 5,2+0,1 19,4+0,1
Lignina (% m.m™) 30 ND 21,842,4¢ 18,9+1,4¢ 24,7+0,9 7,7+0,2
Extrativos (% m.m™) ND ND 16,8+0,24 16,7+0,1¢ ND ND
Sélidos fixos (% m.m™) 1,4+0 0+0 3,4+0,2 3,8+0,2 1,7+0,1 1,4+0
Sélidos totais (% m.m™") 3,7+0,1 95,10 91,6+0,1 91,8+0,1 91,310 90,1+0,2
Sélidos volateis (% m.m™) 2,310 95,10 88,2+0,1 88+0,1 89,5+0 88,6+0,1
pH 7,88 7,92 7,90 7,92 8,05 8,21
Amostra adicionada (g) 0+0 1+0 2,40 2,4+0 2,440 2+0
PBB (Lnbiogis-kgSVad™) 25,9+0,3 634,9+5,1¢ 523,5+4.20 53244220 346,4+5,6 6442+16,4°
Velocidade maxima [Lbiogss- KgSVada!.d )] ND 150,2+1,5 48,2+0,7% 54,9+0,3¢ 26,81  216,1+17,4
Dia da uymaxBiogés ND 3-4 3-5 3-4 5-7 1-2
CHs4 (%) ND 53,2 57,7 57,2 55,6 54,4
CO2 (%) ND 29,1 31,2 31,3 27,1 34
HaS (%) ND 23 21,4 21,4 14,6 25,2

Nota: Letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%. Valores sdo médias de triplicatas e seus respectivos erros-padrao.
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Os testes tiveram uma concentragdo inicial de amostra em média de 2,3+0,1 g.
Esta massa inicial adicionada aos frascos reatores possui diferentes composigdes de
celulose, hemicelulose, lignina e s6lidos como pode ser observado na Tabela 7. Para os
testes com pré-tratamento com H>O» dos 2 g adicionados em média, a cada reator, 1 g era
composto por celulose. Ao se comparar a produ¢do acumulada de biogas do padrdo de
celulose microcristalina com a biomassa pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino
pode-se observar que ambas produziram valores estatisticamente iguais de biogés. Ja que
no teste com a amostra de celulose pura foi adicionado em média 1+0 g de amostra.

No ensaio que continha a amostra pré-tratada com H>SOs, das 2,4 g adicionadas
ao reator, 0,96 g eram compostas de celulose. Com relagdo a isso pdde-se observar que
em valores absolutos de celulose presentes nos reatores, os dois ensaios continham
praticamente os mesmos teores. Porém, ao se analisar os demais parametros fica nitido a
diferenga entre ambos e destes com a biomassa nao tratada. A biomassa pré-tratada com
H,0, produziu cerca de 86% a mais de Lnbiogis.kgSVad' quando comparado com a
biomassa pré-tratada com H>SO4. Em comparacdo com a biomassa ndo tratada o ensaio
com H>O; produziu cerca de 22% a mais que ambos. Sun et al. (2015), diferente deste
estudo, ndo observaram ganho na producao de biogas apos pré-tratamento com perdxido
de hidrogénio alcalino utilizando concentra¢des baixas de H>O,. Comparando-se a
biomassa tratada com H>SO4 com a nido tratada houve uma diminui¢do na producdo de
biogas de cerca de 34,4% no volume final de biogés. Lizasoain et al. (2017) em condigdes
severas de pré-tratamento sobre o caule de milho encontraram uma forte relagdo entre a
diminui¢do da produ¢do de biogés e a presenca de lignina na biomassa pré-tratada, assim
como foi apresentado neste trabalho.

Fernandez-Cegri et al. (2012) realizaram diferentes pré-tratamentos sobre torta de
girassol, e também relataram a ineficiéncia de pré-tratamentos termoquimicos com H>SO4
para promover o incremento da producdo de biogas. Por outro lado, os pesquisadores
relataram a eficiéncia dos tratamentos alcalinos assim como os resultados encontrados
neste estudo.

A producao de biogéas acumulada do caule de milho nao tradado peneirado e nao
peneirado ficou préxima, sendo consideradas iguais estatisticamente pelo teste de Tukey.

Seus teores de solidos e velocidade méxima de producdo de biogas também sdo iguais
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estatisticamente, com 95% de confian¢a, mais uma vez reforcando os resultados
apresentados na andlise da composi¢do estrutural e mostrando que ndo ha diferenca em
utilizar o substrato peneirado em comparagdo com a biomassa contendo todos os
tamanhos de particulas apresentados na Figura 1. Cabe salientar que o ensaio contendo
a biomassa ndo peneirada apresentou um ligeiro ganho de produ¢do de biogas (Xiao et
al., 2013). Tal fato pode ser facilmente explicado visto que esta amostra continha também
particulas de tamanho menor e nao somente a de 0,890 mm. Estas particulas menores sao
mais facilmente digeridas pelos microrganismos que produzem o biogas (Croce et al.,
2016).

Quando comparados o volume final de biogas produzido pelo ensaio com pré-
tratamento com H2O> com o ensaio nao tradado, o ganho percentual de 22% pode levar a
conclusdo errdnea de que ndo ha ganho real em se pré-tratar a biomassa em questdo.
Contudo, ao se analisar a Figura 5 e os valores de velocidade maxima ([ Lnviogas- KgSVad®
l.d'e os dias que a velocidade méaxima ocorre em cada uma das condi¢des estudadas
(Tabela 7), pode-se evidenciar o ganho ao se pré-tratar a biomassa antes do processo de
co-digestdo (Zhao et al., 2018).

A velocidade maxima de producdo de biogas para o ensaio onde houve pré-
tratamento com H>O»> foi cerca 319% maior que para a biomassa sem tratamento e 43,9%
maior que a do padrio de celulose microcristalina, e essa acontece em média 2 dias antes.
No pré-tratamento com H>SO4 hd uma reducgao da velocidade maxima de producdo de
biogas, sendo que ela foi cerca de 52% da velocidade média da biomassa nao tratada. A
grande vantagem em aumentar-se a velocidade maxima de producdo de biogas ¢
possibilitar reatores com menores tempos de retencao hidraulica (TRH), neste caso seria
possivel produzir o mesmo volume de biogas, neste estudo até mais (22%) e em tempos
menores (Liu et al., 2017).

Analisando a composi¢ao do biogés produzido pelos ensaios, praticamente todos
produziram teores satisfatorios de metano (CH4) e dioxido de carbono (CO;). Também
houve uma baixa composi¢ao de sulfeto de hidrogénio (H2S). Mancini et al. (2018)
reportaram um ganho percentual de 21,4% no volume final de metano. Neste estudo
conseguiu-se um aumento percentual no volume final de metano de aproximadamente

15,5%.
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A analise da Figura 5 permite afirmar que o pré-tratamento com H>SO4 prejudica
a cinética de produgdo de biogas. Por outro lado, o pré-tratamento com H>O: proporciona
um aumento no volume final e na velocidade méxima de produgao. Nota-se ainda que em
um ter¢o do tempo total decorrido do estudo, praticamente todo o biogés ja havia sido
produzido. Comparando-se a produgdo acumulada para o periodo inicial de 11 dias de co-
digestdo, fica ainda mais claro tal fato. Para 0 mesmo periodo de tempo, a producao de
biogés para a biomassa nao tratada, peneirada e ndo peneirada, pré-tratada com H>SO4 e
pré-tratada com H»O, foi a seguinte: 370,1£3,7, 387,2+1,6, 218.7+6,1 e 622,4+16,8
respectivamente. A reducdo no tempo também foi observada por Mancini et al. (2018)
utilizando um pré-tratamento alcalino (NaOH) na palha de arroz.

Ao se analisar a composicdo média do digestato apds os ensaios de potencial
bioquimico de biogés, observou-se que a razdo Lignina/(Celulose + Hemicelulose)
aumentou em todas as condigdes estudadas. Na biomassa ndo tratada peneirada esta razao
aumentou de 0,4 para 1, na biomassa nao tratada e nao peneirada aumentou de 0,3 para
1,1, na biomassa tratada com H>SO4 aumentou de 0,5 para 0,9 e na biomassa tratada com
H>0O2 aumentou de 0,1 para 1,4. O pré-tratamento com H>SO4 teve o menor aumento desta
relagdo, uma vez que este foi o que menos produziu biogés, indicando que ndo houve um
consumo satisfatério dos carboidratos presentes no reator.

Outro fato que cabe ser relatado, foi que praticamente nao houve consumo da
fracdo de hemicelulose inicialmente adicionada ao teste. Os ensaios que continham
biomassa sem tratamento ¢ com tratamento de H>O: o teor inicial de hemicelulose era,
em média, de 23,4+0,8 e 19,4+0,1 respectivamente, apds os testes, estes valores foram de
22,5+1 e 21,4+1, indicando que nao ha um consumo dos carboidratos que compde estra
fracdo da matriz lignocelulésica (Croce et al., 2016). Nao havendo consumo da
hemicelulose foi corroborado a correlacdo observada nos reatores que continham
biomassa pré-tratada com H>O» e o padrao de celulose microcristalina. Observa-se que a
producao de biogas possui uma relagao direta com o teor de celulose presente na biomassa
inicialmente adicionada ao reator. A biomassa ndo tratada, apresentou um volume final
de biogds menor, pois a mesma apresentava teores menores de celulose 0,74 g, enquanto
os demais ensaios apresentavam cerca de 1 g. Além disso, esta celulose se encontrava

protegida pela matriz lignina/hemicelulose.
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Como mencionado anteriormente, o ensaio contendo a biomassa pré-tratada com
H>S04, continha um valor de celulose semelhante as demais amostras (0,96 g). Porém, a
mesma nao estava diretamente disponivel. Em func¢ao das caracteristicas do tipo de pré-
tratamento usado, ocorre um aumento percentual no teor de lignina em comparagdao com
os demais ensaios (Wang et al., 2018). Este componente estrutural acaba por exercer um
efeito inibitdrio na producao de biogas, isso fica ainda mais evidente quando comparado
com a biomassa pré-tratada com H>O; onde o teor de lignina foi reduzido em praticamente
um ter¢o ¢ o ganho no volume final produzido de biogés foi observado, bem como
reducdo do tempo para atingir este valor.

Liew et al. (2012) testaram a degradagdo de biomassa lignoceluldsica, incluindo
palha de milho, palha de trigo, folhas e residuos de jardim utilizando enzimas na hidrolise
do material. As palhadas de trigo e milho, por apresentarem quantidades inferiores de
lignina, proporcionaram maior geragdo de biogas do que as folhas e residuos de jardim.
A producdo de metano e o teor de lignina apresentam relacao linear inversa.

No estudo realizado por Song et al. (2014), em condi¢des mesofilicas, obteve-se
um aumento percentual de 75,6% no teor de metano, comparando-se a palha das folhas
de milho com a tradada com 2% de H2SO4. Porém, este aumento so6 foi possivel porque
as folhas do milho contém valores muito menores de lignina (7,5+0,4) do que a
encontrada no caule do milho usado neste trabalho (21,84+2,4% peneirado e 18,9+1,4%
ndo peneirado). Sendo que apos o pré-tratamento o teor de lignina nao foi alterado para
Song et al. (2014). Conclui-se novamente que este tipo de pré-tratamento sé ¢ indicado
para biomassa que contenha baixos teores de lignina, o que se tratando de biomassa
lignocelulodsica restringe bastante as possibilidades de aplicagao.

Neste mesmo trabalho, Song et al. (2014) realizaram um pré-tratamento oxidativo
com 3% de H>O» acido. O pré-tratamento representou um ganho percentual de 116,7%
na produg¢do de metano.

Michalska et al. (2012) também indicaram resultados satisfatorios do pré-
tratamento oxidativo de palha de diferentes biomassas lignoceluldsicas para o aumento

da produgdo de biogas.
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4, CONCLUSOES

A composi¢ao estrutural da biomassa foi de 30,8+1,3% de celulose, 23,44+0,8%
de hemicelulose, 20,3+3,8% de lignina, 16,7+0,3% de extrativos e 3,6 +0,4% de solidos
fixos para o material triturado.

O pré-tratamento com vapor umido em autoclave na presenga de acido sulfurico
foi efetivo na remog¢ao da hemicelulose da biomassa. Porém, como como consequéncia
negativa tem-se o aumento proporcional do teor de lignina. Também ha um aumento de
cerca de 47,8% no teor de celulose, quando comparado com a biomassa nao tratada.

O pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino em agitador orbital,
possibilitou a remocdo da lignina da biomassa, cerca de 71,6%, com um aumento
proporcional de 73,4% no teor de celulose e uma redugdo de 19,3% de hemicelulose.

J& o pré-tratamento em sistema de ultrassom ndo apresentou mudangas
significativas na composi¢ao estrutural do caule de milho, ndo sendo adequado seu
emprego nas condigdes experimentais estudadas. Recomenda-se o uso de energias
maiores.

Nao foi verificada diferenca significativa entre a composi¢ao do material preé-
tratado peneirado € nao peneirado depois dos pré-tratamentos com H>SOs e H>O.
Indicando que nao ha necessidade da realizacdo desta etapa de separagdo das particulas
presentes na biomassa triturada. A avali¢cdo do potencial bioquimico de biogés, também
indicou que ndo ha diferenga significativa entre usar a biomassa peneirada ou nao
peneirada.

Quanto ao PBB da biomassa pré-tratada o pré-tratamento com H>O> alcalino se
mostrou promissor. O volume final de biogés produzido foi aumentado em 22%, bem
como reduzir em praticamente um ter¢o o tempo para obten¢do deste volume. Ja o pré-
tratamento com H>SOys, prejudicou a produgdo de biogas. A presenca de lignina inibiu o
processo de co-digestdo, ndo sendo um pré-tratamento indicado para o caule de milho
triturado.

As alteragdes quimicas na matriz lignoceluldsica puderam ser claramente
observadas através da analise de EIV-TF, seja a remog¢do da lignina na biomassa pré-

tratada com H2O> como o aumento proporcional na biomassa tratada com H>SO4, sendo
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este um método relativamente mais simples de anélise que a determinagdo da composi¢ao

estrutural através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes sugestoes
podem ser delineadas:

e Aplicacdo das condi¢des otimizadas de pré-tratamento com acido sulfirico do
CMT para posterior producao de etanol de segunda geracao.

e Ampliacdo de escala das condigdes de pré-tratamento e producdo de biogas,
aumentando as quantidades de material pré-tratado e o tamanho dos reatores que
realizardo a co-digestao.

e Otimizagao das condi¢des do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino
para produgdo de biogas, bem como para produgdo de etanol de segunda geragao.

e Aplicacdo das condi¢des experimentais estudadas em diferentes subprodutos
agroindustriais e/ou residuos, a fim de se obter energia dos mesmos.

e Realizacdo de novos estudos de pré-tratamento utilizando sistemas de ultrassom

de maior poténcia e assistidos por micro-ondas.
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