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Este trabalho é

Dedicado aos meus pais,
Pilares da minha formacdo
Como ser humano.
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RESUMO

O cultivo e o processamento de milho geram uma quantidade consideravel de residuos que
podem causar impactos ambientais, se ndo forem descartados corretamente. Dentre estes,
destaca-se o sabugo, uma biomassa lignoceluldsica, que pode ser reaproveitado como matéria
prima na geracdo de energia e de produtos com alto valor agregado. A aplicacdo de uma etapa
de pré-tratamento a este tipo de material pode promover a ruptura do complexo lignina-
celulose-hemicelulose, tornando-o apto a aplicagdo em bioprocessos. Nesse contexto, alguns
catalisadores tém sido estudados, devido a beneficios como a possivel reutilizagdo, a facil
remog¢do do meio reacional e a geracao de efluentes com menos poluentes. Uma alternativa €
utilizar argilas, materiais naturais, que apresentam elevada area superficial e diversas
propriedades pertinentes a catalise. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
catalitica da argila bentonita no processo de pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica do
sabugo de milho. Os testes de pré-tratamento foram conduzidos em autoclave a 120 °C, sem
catalisador e na presenca da bentonita, in natura e tratada com 4cido. Aplicou-se o planejamento
fatorial 2% com trés repeticdes no ponto central para avaliar a influéncia do tempo de reagao e
da massa de catalisador sobre a quantidade de agucares redutores (AR) presentes no meio
reacional. Em seguida, os testes foram realizados em escala ampliada, aplicando-se a argila
tratada para as condi¢cdes do planejamento que geraram os melhores resultados em relagdo a
quantidade de AR gerada. Apos o teste em escala ampliada, realizou-se a separagao do produto
solido e repetiu-se o pré-tratamento com a argila recuperada, para verificar a possibilidade de
sua reutilizagdo. Os melhores resultados foram obtidos para um tempo de 180 minutos e massa
de argila de 5,0 g, sendo observados 143,20 mg.mL"' de AR, indicando que a bentonita
acidificada apresenta atividade catalitica. Ao ampliar a escala, foram observados 118,26
mg.mL"' de AR e a redugdio da fracdo holoceluldsica no produto solido, comprovando a
atividade catalitica da argila tratada. A reutilizacdo da argila proporcionou alteragdes discretas
no teor de AR do meio reacional ¢ na composi¢cdo do produto solido. Com isso, ¢ possivel
afirmar que a argila tratada pode ser aplicada como catalisador no pré-tratamento do sabugo de
milho e que a sua reutilizagdo, nas condi¢des estudadas, ¢ inviavel.

Palavras-chaves: Biomassa lignoceluldsica. Bioprocessos. Catélise heterogénea.



ABSTRACT

Corn cultivation and processing generates a considerable amount of waste that can cause
environmental impacts if not disposed of properly. Among these, we highlight the cob, a
lignocellulosic biomass, which can be reused as raw material in the generation of energy and
products with high added value. Applying a pretreatment step to this type of material can
promote the rupture of the lignin-cellulose-hemicellulose complex, making it suitable for
application in bioprocesses. In this context, some catalysts have been studied due to benefits
such as possible reuse, easy removal of the reaction medium and generation of less polluting
effluents. Thus, the objective of this work was to evaluate the catalytic activity of bentonite clay
in the pretreatment process of lignocellulosic biomass, corn cob. Pretreatment tests were
conducted in an autoclave at 120 ° C, without catalyst and in the presence of bentonite, fresh
and acid-treated. Factorial design 22 with three repetitions at the central point was applied to
evaluate the influence of reaction time and catalyst mass on the amount of reducing sugars (RS)
present in the reaction medium. Then, the tests were performed on a larger scale, applying the
treated clay to the planning conditions that generated the best results in relation to the amount
of RS generated. After the extended scale test, the solid product was separated and the
pretreatment with the recovered clay repeated to verify the possibility of reuse. The best results
were obtained for a time of 180 minutes and clay mass of 5.0 g, with 143.20 mg.mL™"' RS,
indicating that acidified bentonite has catalytic activity. By increasing the scale, 118.26 mg.mL"
'RS and the reduction of holocellulosic fraction in the solid product were observed, proving
the catalytic activity of the treated clay. Reuse of clay provided slight changes in the AR content
of the reaction medium and solid product composition. Thus, it is possible to affirm that the
treated clay can be applied as a catalyst in the corn cob pretreatment and that its reuse, under
the studied conditions, is not feasible.

Keywords: Lignocellulosic biomass. Bioprocesses. Heterogeneous catalysis.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia, diferentes fontes e formas de energia foram utilizadas para a
producdo de bens e de servigos. Enquanto o uso desses recursos contribui para a sociedade
como um todo, sua obten¢do ainda apresenta limites, questionamentos e desafios na medida em
que gera impactos sobre o planeta. Dentre as varias fontes disponiveis, destaca-se a biomassa
vegetal, principalmente as oriundas de residuos agroindustriais, devido a sua composi¢do, a
grande quantidade disponivel, ao baixo custo, a ndo competitividade com géneros alimenticios
e a contribui¢do na reducdo das emissdes de gases causadores do efeito estufa (DAGNINO,
2012).

Um atributo considerdvel da biomassa de origem vegetal € que podem ser consideradas
sistemas com auto potencial quanto ao armazenamento de energia solar e de energia quimica.
A conversdo quimica ou enzimatica € o que diferencia a biomassa de outras fontes renovaveis
de energia, devido a facilidade de acesso a essa energia estocada (GURGEL, 2010).

O cultivo e o processamento de milho geram uma quantidade consideravel de residuo,
uma vez que ele é composto por espiga, caule e casca. Esta cultura corresponde a 40% da
producdo total de graos no mundo, e o sabugo do milho representa 40% deste residuo (CANAL,
A; CUADROS, 2007; UNPINIT, 2015). De acordo com a Companhia Nacional de
Abastecimento, o somatorio das produgdes, relacionado a primeira e segunda safras de 2019,
atingiu, em seu levantamento, 99,98 milhdes toneladas de milho, representando acréscimo de
23,9% em relagdo a safra passada (CONAB, 2019).

As propriedades mais importantes e atrativas dos residuos de sabugo de milho sdo o teor
de cinzas notavelmente baixo e o alto teor de carbono em comparacdo com os de outras
biomassas, como a casca de coco (AN, 2018). A composi¢cao média do sabugo, em relagao aos
constituintes principais, ¢ de 36% em celulose, 33% em hemicelulose e 16% em lignina
(SANTOS-ROCHA, 2017; LOPES, 2015; DOS SANTOS, 2014).

Visando o acesso a energia que pode ser obtida a partir da biomassa e a reducio de
custos na geragdo de produtos oriundos de material celuldsico, alguns catalisadores tém sido
estudados, essencialmente catalisadores heterogéneos, devido a beneficios como a possivel
reutilizagdo e facil remo¢do do meio reacional (BORGES, 2010; C. CHEN, 2010;
NYKULYSHYN, 2012). Estes materiais ainda apresentam elementos importantes para a sua
modifica¢do, como a elevada area superficial, grande quantidade de grupos hidroxila e alta

estabilidade (SILVA, 2012; SHEN, 2014; AGIRREZABAL-TELLERIA, 2013).
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Uma alternativa ¢ utilizar argilas, materiais naturais, que apresentam elevada area
superficial, sendo estas propriedades pertinentes a catalise (FAGHIHIAN, 2013). Visando
melhorar a atividade catalitica, algumas modificagcdes podem ser estudadas e aplicadas, como
a pilarizacdo, ataque acido e impregnacao, que consiste em utilizar a superficie de um material
para a dispersdo de outro, com objetivo de potencializar a atividade e seletividade do catalisador
com a combinagdo de dois ou mais materiais com propriedades cataliticas relevantes
(RHODES, 1993; ZUO, 2008; XIN, 2014).

No estado da Paraiba sdo encontradas reservas de argila bentonita que ¢ constituida,
essencialmente, por montmorilonita e outros minerais do grupo das esmectitas. Possui
configuragcdo constituida por cations interlamelares, que podem promover trocas por cations
organicos ou inorganicos quando se encontram em solucdo aquosa. Esta troca afeta suas
propriedades fisico-quimicas e pode alterar seu espacamento basal, ou seja, sua capacidade de
troca catidnica (CTC), possibilitando assim a sua utilizagdo em diversas aplicacdes, dentre elas,
como catalisador (TONESSEN, 2012, BARUEL, 2018).

Devido a disponibilidade da argila bentonita na regido do cariri paraibano e ao baixo
custo do sabugo de milho, obtido como residuo de outros processos, justifica-se o
desenvolvimento deste trabalho sob o ponto de vista da necessidade da obtencdao de produtos
quimicos por rotas que agridam menos 0 meio ambiente € com custos mais acessiveis, levando-
se em consideracdo que os processos de pré-tratamento, atualmente, ainda sao uma etapa critica

do processo, uma vez que existem problemas que dificultam a sua utilizagao em escala maior.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade catalitica da argila bentonita no processo de pré-tratamento da

biomassa lignocelulosica, sabugo de milho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar as fragdes constituintes da argila bentonita, por meio de sua caracterizagao;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas da biomassa a partir de sua caracterizacdo, antes
e apos a etapa de pré-tratamento;

Analisar o produto liquido da etapa de pré-tratamento visando o possivel
aproveitamento dos aglcares gerados por meio da conversdo ou solubilizacdo das fragdes
constituintes do material.

Verificar as melhores condig¢des para o pré-tratamento e a influéncia das varidveis massa
de argila e tempo do processo sobre a composi¢do do material, por meio da aplicagdo de um
planejamento fatorial 2% com trés repeti¢des no ponto central.

Avaliar a reutilizagdao da argila bentonita como catalisador em uma nova etapa de pré-

tratamento.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Biomassa pode ser definida como toda a matéria organica, incluindo culturas,
alimentos, plantas e residuos florestais e agricolas, que podem ser utilizados como fonte
de energia (HIMMEL, 2007). Apresenta grande vantagem de ser abundante e de possuir
baixo valor agregado, além disso, sdo provenientes de processos florestais, agricolas ou
industriais, que muitas vezes nao teriam uma destinacao adequada, podendo ser utilizados
como fonte de carbono, evitando-se assim prejuizos ambientais, uma vez que o descarte
inadequado desse material pode gerar um desequilibrio natural, bem como a
competitividade com produtos que sdo utilizados para fins alimenticios (SILVA, 2012).

A biomassa vegetal ¢ composta principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina que sdo trés componentes organicos unidos por ligagdes covalentes. Essas fortes
ligacdes tornam a celulose e hemicelulose densamente compactadas por camadas de
lignina, assim a superficie da celulose ¢ bloqueada pelos outros dois componentes, o que
impede o processo de hidrélise e posterior acesso a glicose que pode ser convertida em
novos produtos de interesse industrial (KANG; FU; ZHANG, 2018). A recalcitrancia do
material ocorre devido a ligagao entre os constituintes, e a dificuldade na degradacao das
ligacdes [-1,4-glicosidicas da celulose aumentam a complexidade do processo
(BHANJA; BHAUMIK, 2016). Na Tabela 1 encontram-se as composigdes de diferentes

residuos agricolas comumente encontrados.

Tabela 1 - Composi¢do de celulose, hemicelulose e lignina de alguns residuos agricolas.

Materiais lignocelulésico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Hastes de madeira 40-55 24-40 18-25
Hastes de madeira macia 45-50 25-35 25-35
Cascas de nozes 25-30 25-30 30-40
Espigas de milho 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Palha de trigo 30 50 15
Lixo classificado 60 20 20
Folhas 15-20 80-85 0
Pelos de sementes de algodao 80-95 5-20 0
Jornal 40-55 25-40 18-30
Papel de produtos quimicos 60-70 10-20 05-10

Fonte: Adaptado de Contini ef al., (2019).
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3.1.1 Celulose

A biomassa lignoceluldsica apresenta em sua composicao teores de 38 a 50% de
celulose, além de outros constituintes. Assim, nas camadas da parede celular predomina
a celulose, que se encontra na forma de aglomerados de pacotes de fibras chamados
microfibrilas (MISHRA; WIMMER; AHMAD, 2017).

A celulose caracteriza-se por ser um polimero linear em que suas ligagdes
glicosidicas B-1,4 estdo envoltas por unidades D-glicopiranose conectadas por carbonos
1-4. Nos vegetais, a celulose esta ligada a hemicelulose e lignina por pontes de hidrogénio
arranjando-se em fibrilas conferindo resisténcia ao um material, o que dificulta sua tensao
e degradacao além de torna-lo insoltivel a diversos solventes (GUERRIERO, 2016).

Pode ser classificada de acordo com o grau de polimerizagdo em que se encontra
e seu indice de cristalinidade, podendo assumir altos valores de massa molecular. Deste
modo o grau de polimerizagdo equivale a frequéncia de ligacdes glicosidicas que sofrerao
a acao das celulases, sendo assim definida de acordo com o nimero médio de mondmeros
e o peso molecular do polimero. J4 a cristalinidade esta relacionada a reatividade do
substrato. E a lignina, aliada a essas propriedades tornam a macromolécula altamente
resistente a hidrolise, assim dificultando o uso dessas biomassas lignocelulosicas em
aplicacdes biotecnologicas (SILVA, 2019).

Além disso, as microfibrilas possuem modelos de organizagdo formando uma
subestrutura de dominios altamente cristalinos que se unem a regides amorfas
desorganizadas. Quando ocorre a degradagdo da glicose, inicialmente as regides amorfas
sdo atacadas e liberam pequenas cristalitas, correspondentes aos dominios cristalinos da

microfibrila (SANTOS, 2012).

Esquema 1 - Representacao da Molécula de Celulose.

Fonte: Santos (2012).
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A celulose pode proporcionar a obtencdo de diversos produtos, pela gama de
matérias primas em que pode ser encontrada, sendo algumas de suas caracteristicas
principais a boa biodegradabilidade, abundancia e capacidade de geracdo de energia
renovavel (LI, 2018). A partir da celulose, ¢ possivel obter glicose, com todos os seus
derivados (etanol, acidos organicos e solventes organicos) e também podem ser extraidos
nanocristais, utilizaveis no preparo de compdsitos, como plasticos, filmes, membranas e
implantes médicos; no preparo de géis e espumas e no reforgo de papéis e derivados
(MORALIS; ROSA; MARCONCINI, 2010). Além disso, vem sendo estudada a sua
aplicacdo na producao de produtos quimicos, como: adesivos, tensoativos corantes,

solventes e produtos farmacéuticos (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

3.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ o segundo polissacarideo mais abundante, ficando atrés apenas
da celulose, e compde cerca de 15 a 30%, em massa, da biomassa lignocelulosica (KAPU;
TRAJANO; COLUMBIA, 2014).

Seu grau de polimerizacdo ¢ inferior ao da celulose e devido a seu carater
relativamente amorfo apresentam uma maior susceptibilidade a processos de hidrolise
acida. Caracteriza-se por ser uma classe de polissacarideos heterogéneos de baixa massa
molecular composta por pentoses, hexoses e acidos urdnicos (SILVA, 2019).

Propriedades oOtimas da  hemicelulose podem ser citadas, como
biodegradabilidade, boa compatibilidade, bioatividade, desta forma, sua aplicacao
abrange diversas areas, como medicamentos, alimentos, industria quimica, energia e

materiais poliméricos (BIAN, 2013; SAHU; LAXMIKANT, 2012; YI; ZHANG, 2012).

Esquema 2 - Representagcdo da Molécula de Hemicelulose.
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Fonte: Santos ef al. (2012).
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Deste modo, a hemicelulose integra uma complexa estrutura de carboidratos e de
diferentes polimeros. Esses polimeros compreendem dois grupos, os de pentoses (xilose
e arabinose), e os polimeros de hexoses (manoses, glicose e galactose), além de
compreender acidos hexurdnicos e desoxiexoses (NASCIMENTO, 2018), como ¢

apresentado no Esquema 3.

Esquema 3 - Representacao dos agucares presentes na Hemicelulose.

Pentoses Hexoses Acido hexurénicos Desoxihexoses
H CH,OH COOH H
H L_ o. H H I_ o. H OH I — . OH on _| o_ OH
= H o H o H Ka> B Y
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OH OH OH 1 OH H OH " o
H OH H OH H OH OH OH
B-D-xilose p-D-glicose dcido B-D- a-L-ramanose
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o o_ OH H o_ H ml eom H | o_ OH
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OH OH H H L 1
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~ “H ~H 4
HOH;C 2L i O O 7
OH H OH OH OH
OH H OH
a-L-arabinofuranose a-D-galactose acido a-
Dgalacturénico
Fonte: Christofoletti, (2010).
. .
3.1.3 Lignina

A lignina, assim como a celulose, ¢ uma macromolécula organica altamente
abundante entre os materiais lignocelulésicos. E composta por unidades de fenilpropano,
que formam uma macromolécula tridimensional que se desenvolve junto ao crescimento
do vegetal. Além de constituir de 15 a 25% da biomassa lignoceluldsica (SARIP, 2016).

O agrupamento das unidades de fenilpropano ndo ocorre de forma regular e
repetitiva, devido ao mecanismo de biossintese da propria lignina. Desta forma, ¢
processada via radicalar por alcoois cinamilicos precursores: alcool p-cumarilico, alcool
coniferilico e 4lcool sinapilico (Esquema 3), gerando unidades phidroxibenzilicas,

guaiacilicas e siringilicas, respectivamente (SILVA, 2019).
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Esquema 4 - Alcoois precursores da lignina.

OH OH OH
- = i
OCH; HCO OCH;
OH OH OH
Alcool Alcool Alcool
coniferilico sinapilico p-cumarilico
(G) (3) (H)

Fonte: Christofoletti, (2010).

A lignina ¢ agrupada como ultimo componente da parede celular no processo de
desenvolvimento do vegetal. Transporte de agua, nutrientes e metabolitos sdo algumas de
suas fungdes e estas podem interferir como uma barreira no processo de conversao de
biomassa em alguns materiais lignoceluldsicos (CIPRIANO, 2015).

A resisténcia do material € proporcional a quantidade de lignina, o que dificulta a
degradacao quimica e enzimatica, por isso ¢ considerada o constituinte que confere a
recalcitrancia da parede da célula vegetal. Na fermentacdo, pode ocorrer dificuldade
quanto ao acesso dos microrganismos a outros componentes da planta, devido a presenca
da lignina que inviabiliza a degradacao biologica dos mesmos (NASCIMENTO, 2018).

A lignina torna processos de conversao da celulose inviaveis, uma vez que impede
0 acesso a mesma, porém pode ser destinada para producdo de aditivos de cimento,
emulsificantes, nano tubos de carbono, antioxidantes, resinas, aditivos de combustiveis,

dispersantes, lubrificantes, floculantes, tintas, corantes e graxas (GUERRIERO, 2016).

3.2 MILHO

Desde o comego do século XXI o milho vem sofrendo ascensao na classificacao de
maior cultura agricola produzida no mundo, superando concorrentes como o arroz e o trigo
além de ser a unica cultura a ultrapassar a marca de 1 bilhdo de toneladas produzidas. Ao
mesmo tempo que possui grande importancia em termos de producdo, o milho possui
diversas aplicacdes e usos, sendo estimadas mais de 3.500 finalidades, podendo ser utilizado
para produzir combustiveis, bebidas, polimeros, etc. Devido a vasta relevancia no aspecto

de seguranga alimentar, alimentagdo humana e animal, diversos paises produzem o cereal
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em larga escala, como pode ser observado na Tabela 2, em que se tém dados referentes as

safras de 2005, 2010 e 2018 (MIRANDA, 2014).

Tabela 2 - Principais paises produtores de milho e total mundial (Em 1.000 t.). 2005/06 -
2010/11 - 2017/18.

Paises 2005/06 2010/11 2017/18
Estados Unidos 282.263 316.165 370.960
China 139.365 177.245 263.000
Brasil 41.700 57.400 8.200.012
Unido Européia 60.668 55.934 62.104
Argentina 15.800 25.200 32.000
India 14.710 21.730 28.720
México 19.500 21.058 27.450
Ucrania 7.167 11.919 24.115
Canada 9.332 11.714 14.100
Africa do Sul 6.935 10.924 13.525
TOTAL 699.739 830.767 1.076.231

Fonte: Adaptado de USDA (2019).

Para o ano de 2019, a estimativa de produg¢do de milho no Brasil foi de maior
producdo ja registrada pela Companhia Nacional de Abastecimento. As produgdes somadas,
relacionado a primeira e segunda safras, atingiu, neste levantamento, 99.984,1 mil toneladas,
representando acréscimo de 23,9% em relagdo a safra do ano anterior (CONAB, 2019).

Ja no estado da Paraiba, nas duas ultimas safras notava-se o aumento da area
destinada a plantacdo de milho, porém no ano de 2019 houve diminuicdo de 11,5% na area
cultivada. Um fator que comprometeu consideravelmente o desenvolvimento das lavouras
foi a mé distribuicao das chuvas, nas regides produtoras, sendo a produ¢do estadual de 45,9
mil toneladas. Na mesma regido, e estado vizinho a Paraiba, Pernambuco sofreu atraso em
suas colheitas, mesmo assim foi observado um aumento de 6,8% de sua area cultivada. No
Rio Grande do Norte, a produgdo foi estimada em 34,6 mil toneladas de milho, representando
incremento de 79,3% em relagdo a safra anterior e no Ceard a produtividade em algumas

regides do estado foi comprometida por oscilagdes climaticas (CONAB, 2019).
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3.2.1 Sabugo de milho

O sabugo de milho ¢ um coproduto dos processos de utilizacdo do milho. A razio
entre os grdos e a espiga pode chegar a 100:18, desta forma uma grande quantidade de
residuo, em forma de sabugo, pode ser gerada. Atualmente a maioria dos coprodutos do grao
de milho, como a prépria casca, sdo desperdi¢cados em recursos naturais e também sdo fontes
de poluicao ambiental (WACHIRAPAKORN, 2016).

A composi¢do quimica elementar do sabugo de milho foi identificada por Pinto et
al., (2012) por meio da realizacdo de uma andlise de Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS). Os elementos quimicos identificados foram aluminio (Al), calcio (Ca), cloro (Cl),
fluor (F), ferro (Fe), potassio (K), magnésio (Mg), sédio (Na), oxigénio (O), silicio (Si) e
titanio (T1).

Algumas propriedades tornam o sabugo de milho atrativo quanto a sua composigao,
como teor de cinzas notavelmente baixo e o elevado teor de carbono em comparagdo com
diversas biomassas, como por exemplo a casca de coco. Sao os altos teores de celulose e
hemiceluloses que tornam o sabugo de milho fontes potencialmente valiosas (AN, 2018).

Grandes quantidades de glicose podem ser encontradas nas espigas de milho, que sao
originadas, em sua maioria, da celulose. Quantidades de xilose também estdo presentes nas
partes da hemicelulose que a compode. Esses agucares possuem potencial para fermentagao e
obtengdo de produtos com alto valor (VAN EYLEN, 2011).

Algumas aplicacdes biotecnologicas podem ser desenvolvidas a partir do sabugo de
milho. Em recente estudo, Pérez-Rodriguez, Garcia-bernet € Dominguez (2017) verificaram
a utilizagdo desse material como substrato para producao de biogas, que se mostrou viavel,
além dos pré-tratamentos da biomassa testados que se demonstraram eficazes para aumentar
a produgao de metano.

Usando um método de extracdo que combina tratamento alcalino com ultra-som,
Melo-Silveira (2019) obtiveram uma heteroxilana a partir de espigas de milho. A
caracterizacao estrutural e a confirmagdo da composicao de monossacarideos identificaram
a prevaléncia do monossacarideo xilose, seguida de glicose e arabinose. Neste estudo, a
xilana inibiu a proliferacdo de células tumorais, particularmente células HeLa. Os autores
ainda afirmam que estudos envolvendo atividade de estrutura e ensaios in vivo podem
contribuir ainda mais para o conhecimento sobre a xilana obtido a partir de espigas de milho

e fornecer melhores insights sobre futuras aplicacdes em terapia contra cancer.
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3.3 PRE-TRATAMENTO

Biomassas sdo convertidas em diversos produtos, assim como combustiveis por
diferentes rotas. Esse processo € caracterizado, conceitualmente, como uma biorrefinaria
lignoceluldsica e pode permitir a obtengdo de produtos pelas vias termoquimica, quimica e
biologica (BHOWMICK; SARMAH; SEN, 2017). Antes destas etapas, faz-se necessaria a
ruptura e desorganizagdo da estrutura lignoceluldsica da biomassa, sendo empregados para
esse fim, processos de pré-tratamento, conforme representacdio no Esquema 5
(CHRISTOFOLETTI, 2010).

A ruptura do complexo celulose-hemicelulose-lignina além da remocao de cada uma
dessas fragdes € importante para etapas posteriores como a degradagcdo enzimatica

(SANTOS, 2012).

Esquema S - Estrutura Lignoceluldsica da biomassa vegetal.
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lCELU LOSE
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HEMICELULOSE MICROFRIBILA DE CELULOSE

Fonte: Ghaffar ¢ Fan (2014).

A realizagdo de uma etapa de pré-tratamento torna-se essencial para diminuir a
recalcitrAncia atribuida as caracteristicas estruturais dos materiais lignoceluldsicos,
degradando a estrutura da lignina e rompendo a estrutura cristalina da celulose. Entdo varios
métodos de pré-tratamento foram desenvolvidos, incluindo cominuigdo mecanica, explosao
a vapor, explosdo de CO,, ozonolise, hidrdlise acida, hidrolise alcalina, pirdlise,
organossolugdo e processos de pré-tratamento biologico (JONSSON; MARTIN, 2016).

Segundo Kang et al., (2018), para a producdo de aglicares fermentesciveis a partir de
materiais lignoceluldsicos, os métodos eficazes de pré-tratamento devem satisfazer os
seguintes requisitos: (i) remocdo de sais inorganicos soluveis, xilanas e/ou lignina e
recuperagdo de produtos derivados de xilanas ou lignina; (ii) melhoria na acessibilidade

superficial da celulose, bem como evitar a degradacao ou perda de hexoses; (iii) utilizagdo
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direta dos so6lidos pré-tratados para processos subsequentes de hidrolise e (iv) minimizagao
da quantidade de reagentes usados no pré-tratamento e posterior processo de neutralizagdo
para reduzir o custo total de producao.

Diferentes formas de pré-tratamentos, sejam fisicos, quimicos, bioldogicos ou uma
combinagdo destes, tém sido propostos e desenvolvidos no intuito de reduzir a recalcitrancia
da biomassa lignoceluldsica. Dentre estes métodos, os pré-tratamentos quimicos e
combinados tém recebido uma maior atengdo, ja que removem a lignina sem degradar a
cadeia celulosica. Como a lignina estd quimicamente ligada as hemiceluloses, uma
degradacao parcial das hemiceluloses ocorre no processo de pré-tratamento quimico

(HIMMEL, 2007; NATHAN, 2005; SUN, Y.; CHENG, 2002). Alguns tipos de pré-

tratamentos estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Pré-tratamentos de biomassas lignoceluldsicas.

Métod
Métodos quimicos Métodos fisicos Meétodos biologicos o ) s
combinados
Ozonolise Vapor Por fungos Explosio a
vapor
I,{l.d rolise com Radiagéo Bioorganossolv Hidrotérmico
acido
Diluido
Hidrolise com .
4cido Moinho de bolas SO, e vapor
Concentrado
Organossolv Umidificacao NO» e
irradiacdo
e . . 1 Amonia e
Hidrolise alcalina Pirolise vapor
(AFEX)

Fonte: Adaptado de Silva (2009).

Entre todos os métodos de pré-tratamento mencionados, o pré-tratamento com acido
diluido ¢ um dos métodos mais amplamente utilizados para a obtengdo de diversos produtos

(AXELSSON, 2012).

3.3.1 Pré-tratamento Quimico

Essas condi¢des permitem alta recuperagdo de pentoses e aumento na digestibilidade

do material lignoceluldsico. Entretanto, na maioria dos pré-tratamentos quimicos, uma
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grande quantidade de produtos quimicos e dgua ¢ necessaria, gerando a necessidade de
recuperagdo € um maior cuidado na eliminacdo das solugdes e dos residuos. Além disso,
para aplicacdo de altas temperaturas se faz necessario um tratamento hidrotérmico. Portanto,
esses métodos requerem alto investimento em instalagdes, alto custo de tratamento e podem
gerar poluicdo ambiental (BEHERA, 2014).

No tratamento com acido, alguns fatores sdo determinantes para o controle da
degradacao de agucares e formagao de produtos indesejaveis como toxinas, esses fatores sao
a concentragdo do acido e a temperatura. Em altas temperaturas, as pentoses da hemicelulose
e, em menor numero, as hexoses, rapidamente sdo degradadas, produzindo inibidores
potenciais a fermentacdo. Um produto da desidratacao das pentoses € o furfural e oriundo da
desidratacao das hexoses tem-se o hidroximetilfurfural (HMF) além do acido acético que ¢
gerado a partir da hidrolise dos grupos acetil da hemicelulose (LORENCINI, 2013).

O pré-tratamento alcalino refere-se a aplicagdo de solugdes alcalinas como NaOH,
Ca (OH) 2 (cal) ou amonia, em que a lignina e uma parte da hemicelulose sdo removidas
além de potencializar a acessibilidade da enzima a celulose. Rendimentos multiplos e
aumento da sacarificacio podem ser obtidos a partir do pré-tratamento alcalino

(CHEMMES, 2013).

3.3.2 Pré-tratamento hidrotérmico

O processo hidrotérmico possui aspectos semelhantes ao tratamento com &cido,
porém, sdo aplicadas altas temperaturas e pressoes, por intervalos de tempo relativamente
curtos que variam de minutos a uma hora, essas condigdes podem potencializar a
acessibilidade ou a solubilizacdo de grande parte da hemicelulose, promovendo a formagao
de oligbmeros ou mondmeros de acucares, e de parte da lignina. Desta forma, a biomassa
forma o acido acético que atua como catalisador nas reagdes de hidrdlise, assim, promovendo
a despolimerizacdo da hemicelulose (DIAS, 2011).

Para que se obtenha uma fase liquida composta de derivados da hemicelulose e uma
polpa so6lida que seja composta de lignina e celulose, as condi¢des de temperatura devem ser
mantidas, assim as ligacdes do complexo lignina-carbono serdo clivadas além de promover

a ruptura das ligagdes glicosidicas dos polissacarideos (DIAS, 2011).
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3.3.3 Pré-tratamento Biologico

Uma alternativa para o pré-tratamento de lignoceluldsicos ¢ a utilizagdo de
microrganismos uma vez que podem melhorar a hidrélise enzimatica. Os microrganismos
sdo conhecidos por atacarem lignina e hemicelulose, porém a celulose ¢ pouco degradada
por estes. Alguns fungos marrons, brancos ¢ de podriddo mole sdo utilizados para esse fim.
Os fungos de podridao branca sdo os microrganismos que demonstram maior eficiéncia para

o pré-tratamento biologico de lignoceluloses (SUN; CHENG, 2002).

3.3.4. Pré-tratamento do Sabugo de Milho

Os pré-tratamentos desenvolvidos por Sewsynker-Sukai e Kana (2018) representam
uma estratégia para melhorar a recuperagdo de agucar a partir de residuos lignoceluldsicos
para processos de producao microbiana. Apds analise estrutural da espiga de milho, foi
possivel observar grandes alteragcdes na superficie do substrato apds o pré-tratamento com
Na3zPO4:12H>0. Este estudo demonstrou uma quantidade de acgtcar 11% maior em
comparacao aos pré-tratamentos relatados anteriormente em residuos de espiga de milho.

A necessidade de se promover um pré-tratamento na espiga de milho se da pela sua
alta densidade de energia, que varia entre 4960 e 5210MJ / kg, o que ¢ cerca de duas vezes
maior do que as biomassas usadas com frequéncia, como a palha de milho (2550MJ / kg) e
o capim (2500MJ / kg). Além disso, possui um contetdo relativamente baixo de lignina e
isso o torna um candidato competitivo para o uso em processos de producao de combustiveis
em comparacao com o milho e o capim (SEWSYNKER-SUKAI; SUINYUY; KANA,
2018).

Em recente trabalho, Zou (2020) estudaram a aplicag¢ao de residuos alimentares para
pré-tratamento de espiga de milho, com o objetivo de acelerar a hidrolise desse material
lignocelulosico e melhorar a eficiéncia de conversdo de organicos em gas metano. A
diversidade da comunidade microbiana foi analisada para revelar o papel do microbio. Além
disso, alteragdes na estrutura fisica da espiga de milho durante o processo de pré-tratamento
foram apresentadas para ajudar a entender o mecanismo. Além disso, variagdes de diferentes
parametros como pH, demanda quimica soltivel de oxigénio, concentragdes de 4cidos graxos

volateis no processo foram eliminados no processo de hidrolise.
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Sewsynker-Sukai e Kana (2018) desenvolveram trés diferentes pré-tratamentos com
sal alcalino auxiliado por micro-ondas (CH3COONa, Na2CO3 e Na3PO4.12H20) para
obter melhores rendimentos de agucar a partir de residuos de espiga de milho. Além disso,
foi examinada a influéncia dos métodos de cada pré-tratamento desenvolvido na estrutura

da espiga de milho.

3.4 CATALISADORES SOLIDOS

Com o objetivo de superar desafios frente a recalcitrancia de biomassa
lignocelulosica, catalisadores s6lidos foram investigados em virtude de sua conveniéncia e
de seu poder de reciclagem (SHROTRI; KOBAYASHI; FUKUOKA, 2016; YABUSHITA,
2016).

A aplicacao de catalisadores solidos ainda € uma alternativa as enzimas e acidos que
vem sendo estudada devido suas caracteristicas. Algumas vantagens importantes ainda
podem ser mencionadas como, capacidade de facil remo¢do do meio reacional, menor
geragao de efluentes e por causar baixos indices de desgaste em equipamentos industriais
(SILVA, 2012; SHEN, 2014; LIU, 2014; RAMLI e AMIN, 2014).

Gliozzi (2014) desenvolveram estudo a respeito da reatividade de catalisadores de
fosfato de zirconio, Zr/P/O, na hidrodlise do p6 de madeira de coniferas. Também fizeram a
comparacao do catalisador em estudo com outros catalisadores, tendo seus comportamentos
avaliados para posterior avaliacdo de suas diferentes performances. Os resultados com
maiores rendimentos em monossacarideos foram obtidos com Zr/P/O, sulf-Zr/P/O e
Amberlyst 15. Estes catalisadores apresentaram uma grande afinidade por glucanas e xilanas
e com isso desenvolvem uma interacdo eficiente com oligomeros, permitindo que
posteriormente ocorresse a transformacdo em monossacarideos.

Diante disso se faz necessario que estes catalisadores sejam tolerantes a agua e
possuam sitios ativos que permitam o contato com os polissacarideos. Assim, a agua ¢
responsavel pelo processo de hidrolise, ou seja, por quebrar as ligagcdes intermoleculares, e
o catalisador solido ¢ o principal responsavel pela clivagem das ligagdes inter e intra-
moleculares nos fragmentos liquidos obtidos. Este ltimo processo ird alterar o equilibrio da
reacdo de hidrolise e, como resultado, acelerar a clivagem das ligagdes intermoleculares
(JIANG, Z., ZHAO, P., & HU, 2018). Desta forma, a utilizacao destes catalisadores em uma
etapa de pré-tratamento, visando a conversdo da fragao hemicelulose e, consequentemente,

a exposicao da fracdo celulose, pode ser investigada.
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3.5 ARGILA BENTONITA

Em 1898 definiu-se o termo bentonita para um tipo de argila cuja caracteristica era
plastica coloidal e que fosse encontrada no Fort Benton em Wyoming (EUA), em que na
presenca de umidade elevaria em vdrias vezes o seu volume inicial (SOUZA SANTOS,
1992).

As argilas esmectiticas podem ser divididas em dois grupos diferentes, quanto aos
seus cations de compensacdo, sendo estas caracterizadas como monocatidnicas ou
policationicas. As esmectitas brasileiras apresentam como cations principais o calcio ou
magnésio, configurando-as como argilas normalmente policationicas. Por outro lado, a tinica
argila esmectita brasileira que possui grande quantidade de sdédio como cation trocéavel ¢ a
do municipio de Boa Vista, na Paraiba (MENEZES, 2008).

Entende-se que se argilas esmectiticas possuem propriedades analogas as das
bentonitas tradicionais. Se sdo utilizadas comercialmente para a mesma finalidade, argilas
esmectitas podem ser denominadas bentonitas, mesmo que sua origem geologica seja
distinta (MENEZES, 2008) .

Sua formagdo ¢ dada pela desvitrificagdo e posterior reagdo quimica de material
vitreo, oriundo da decomposicdo de rochas vulcanicas e ¢ composta principalmente por
argilomineral esmectitico (montmorilonita) (ABDOU; DARDIR, 2013; MENEZES, 2008).
Montmorilonita ¢ uma argila com duas camadas tetraédricas de silica que revestem uma
camada octaédrica central de alumina (DAROUGHEGI, 2018).

As argilas bentoniticas podem sofrer grandes modificagdes em sua microestrutura,
desde que essas modificacdes sejam planejadas. Desta forma pode-se obter propriedades
especificas, que torna a aplicagdo da argila bentonita vasta no segmento de processos
industriais. (SILVA, 2012).

Sao intimeras as finalidades industriais das bentonitas e movimentam centenas de
milhares de dolares no mercado global a cada ano. Sua aplicagdo em diversos processos ¢
justificada pelas suas propriedades, que sdo: elevada area superficial, capacidade adsorvente,
propriedades reologicas, pureza quimica e toxicidade baixa ou inexistente (SILVA
FAVERO, 2019).

Com caracteristicas especificas, como boa seletividade, estabilidade quimica, menor

custo e grande disponibilidade, as bentonitas tém sido amplamente utilizadas em aplicagdes
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industriais como suportes e catalisadores (LI, 2012; RAMEZANI; MESHKANI; REZAEI,
2018).

A alta capacidade de troca cationica da argila bentonita ocorre devido a substitui¢ao
isomorfica de magnésio por aluminio em atividades cataliticas, como por exemplo, a
conversao de carboidrato em 4cido latico. Desta forma, a bentonita pode ser viavel para uso

como catalisador de base solida para a producdo de diversos produtos industriais (GAO,

2016)

3.5.1 Tratamento Acido da Argila

Argilas tratadas ou modificadas com pilares podem ter sua atividade aprimorada,
uma vez que pilares no interior de sua estrutura conferem a argila estabilidade térmica e
melhoram sua basicidade, conferindo-lhe atividade catalitica (DAROUGHEGI, 2018).

Uma modificacdo que também pode alterar a estrutura da argila ¢ a ativagdo acida,
uma técnica que altera as propriedades fisicas e quimicas de argilominerais, sendo
amplamente adotada em aplicag¢des industriais e cientificas (SANTOS, 2014).

E um método simples possui baixo custo e baseia-se em reagir o silicato com um
acido forte, como acido sulfurico, cloridrico ou nitrico, para que ocorra o aumento de sua
area superficial, porosidade, acidez, volume de poro e além da ja mencionada, a estabilidade
térmica (JIN; DAI, 2012).

A producao de um bio-6leo derivado de lignina foi investigado por Ro (2019) em
que se utilizou catalisadores de argila bentonita em um pirolisador de leito fixo em escala de
bancada. Uma analise detalhada da distribuicao do produto sugeriu que a desoxigenagao dos
pirolisados derivados de lignina ocorreu principalmente pelas reagcdes de descarbonilagdo,
descarboxilagdo e desidratagdo. Comparado a outros catalisadores, a bentonita resultou em
maior seletividade em relagdo aos produtos de desoxigenacdo acima mencionados.

Rabie, Mohammed e Negm (2018) modificaram quimicamente a argila bentonita por
uma reagdo em acido cloridrico para aumentar sua atividade e produzir um catalisador
heterogéneo mais d4cido. O catalisador preparado foi caracterizado antes e apods a
modificacdo, sendo observado que apos a ativagdo houve a preservagdo da cristalografia,
alteracdo na composi¢do quimica do mineral, a dissolu¢do parcial dos cations Al, Mg e Fe
presentes em sua estrutura, além do aumento do volume total de poros, dos didmetros médios

de poros e da area superficial. O catalisador preparado foi avaliado como catalisador
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heterogéneo no craqueamento catalitico de dois 6leos ndo comestiveis a temperaturas
moderadas, entre 250-280 °C, mostrando atividade aceitavel por 4 rodadas com um

rendimento de 87%, apods a quarta rodada de reagao.
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4 MATERIAL E METODOS

As etapas de processamento e caracterizacdo da biomassa, os testes cataliticos e a
caracterizacdo do produto liquido do pré-tratamento foram realizadas nos Laboratorios da
Unidade Académica de Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido, na Universidade Federal de Campina Grande — PB
em Sumé-PB, onde encontram-se disponiveis os equipamentos e reagentes necessarios para o

desenvolvimento dos ensaios relativos a essas etapas.

4.1 PROCESSAMENTO E CARACTERIZACAO DA ARGILA

Uma amostra da argila bruta foi coletada no municipio de Boa Vista — PB cedida pela
empresa Bentonit Unido Nordeste. Apds a recepgdo, a amostra passou por cominui¢ao em
moinho de alta rotacdo e foi submetida a peneiramento em malha 200 mesh. Esta etapa de
processamento e a caracterizacdo da argila foram desenvolvidas por meio de parceria com o
Laboratorio de Tecnologia dos Materiais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais,
na Universidade Federal de Campina Grande — PB, para onde foram enviadas as amostras e as
solicitagdes para realizacdao das analises.

A anédlise quimica semiquantitativa da amostra de bentonita foi realizada através de
fluorescéncia de raio X (Shimadzu EDX-720).

A argila também foi avaliada por DRX utilizando um difratometro Shimadzu modelo

XRD 6000 com varredura entre 5° ¢ 60° (20) e velocidade de 2,0°/min.

4.2 PROCESSAMENTO DA BIOMASSA

A biomassa escolhida foi o sabugo de milho, coletado na comunidade rural Passagem,
no municipio de Caratbas-PB. Nessa regido o milho ¢ utilizado como alimento na criagdo de
animais e o sabugo resulta em um residuo que ndo possui destinacao adequada. Apods a coleta
do sabugo, o mesmo foi processado em forrageira, para reducdo de seu tamanho, moido em
moinho de facas (Willey macro — TN650/1 com peneira) e submetido a secagem em estufa
(Microprocessada de cultura e bactério, modelo Q316M5 SEL. AUT. 110/220) sob temperatura
constante de 60°C, por um periodo de 24 horas, para que ocorresse a remogao total de liquido

dos materiais.
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4.3 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

Apds a caracterizacdo da argila, foram realizados os testes de pré-tratamento.
Inicialmente foi conduzida uma reacao sem massa de argila para uma posterior comparagao das
quantidades de agucares com as obtidas nas condigdes do planejamento experimental. Nesse
caso, houve variagdo apenas nos tempos reacionais, sendo aplicados, 60, 120 e 180 minutos.

Os testes foram conduzidos em autoclave, sendo que para o pré-tratamento catalitico,
foi utilizada a metodologia do planejamento fatorial para verificar a influéncia das variaveis de
entrada (tempo da reacdo e massa de argila) sobre a quantidade de agtcares redutores presente
no produto liquido da reagdo. De acordo com a estrutura disponivel e com as condi¢des
aplicadas por Nunes (2015), foram definidos os niveis das variaveis de entrada codificados e
reais, disponiveis na Tabela 1. Foram fixados os valores das varidaveis temperatura, em 120 °C,

volume de solugdo, em 300 mL e a massa de biomassa em 15 g.

Tabela 4 - Matriz de planejamento fatorial com niveis codificados e reais das variaveis

independentes.
Experimento Tempo de Reacao (A) Massa de Catalisador (B)
1 - 1 (60 min) -1(1,0g)
2 + 1 (180 min) -1(1,0g)
3 - 1 (60 min) +1(50¢g)
4 + 1 (180 min) +1(50¢g)
5 0 (120 min) 03,09
6 0 (120 min) 03,09
7 0 (120 min) 03,09

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4 TEOR DE ACUCARES REDUTORES (AR)

O teor de acticares redutores foi avaliado no produto liquido do pré-tratamento pelo
método do DNS (4cido 3,5-dinitro salicilico), que se baseia na reducdo do 4cido 3,5 a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, concomitantemente com a oxidag@o do grupo aldeido do acticar a grupo
carboxilico. Apo6s aquecimento, a solucdo torna-se avermelhada, sendo lida, no
espectrofotometro a 540 nm, conforme procedimento da Embrapa CNPAT. As etapas podem

ser visualizadas no Fluxograma.
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Fluxograma 1 - Determinagao dos agucares redutores.

Acido 3,5-dinitro salicilico
Redugao

O teor de acucares redutores foi avaliado 3-amino-5-nitrosalicilico

no produto liquido do pré-tratamento
pelo método do DNS

Oxidacdo do grupo aldeido do agucar a
grupo carboxilico

O produto final foi lido no
espectrofotometro a 540 nm, de acordo
com a metodologia Embrapa CNPAT.

Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras a serem analisadas foram constituidas de um volume 100uL de material
para um volume de 400 uL de 4gua destilada. Em seguida, adicionou-se 500uL do reagente
DNS, totalizando 1 ml, que foi pipetado para tubos de ensaios. Os tubos foram agitados e
aquecidos em banho maria a 100°C (em ebuli¢do) por 5 minutos. Em seguida, resfriou-se os
tubos em banho de gelo por 5 minutos. Adicionou-se mais 2 mL de dgua destilada e em seguida
foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 540 nm, apos zerar o aparelho
com o branco. O branco consistiu na substituicdo do volume de amostra por agua destilada para
realizar o teste de DNS. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

Para a realizagio do calculo da quantidade de AR (mg.mL™) nas amostras, aplicou-se a
Equacao:

absorbancia x fator do DNS x fator de diluicio

AR =

()

volume da amostra
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4.5 ATIVACAO ACIDA DA ARGILA

A metodologia utilizada baseou-se nos procedimentos utilizados por Alves (2009), na
ativagdo acida da vermiculita. Adicionou-se 10 mL de solugdo de &cido por grama da argila, e
em seguida a mistura foi mantida sob agitagdo a 95 °C durante 2,0 horas. O acido utilizado foi
o sulfurico (H2SO4) a 3 mol/L. Apos o tempo de processamento, o contetdo foi filtrado a vacuo,
e a argila acidificada foi lavada exaustivamente com agua destilada, sendo utilizados

aproximadamente 5 litros, e seca em estufa por 24 h a 105 °C.

4.6 AMPLIACAO DE ESCALA

Objetivando a aplicagcdo deste método de pré-tratamento em escalas maiores, realizou-
se um experimento, em duplicata, aplicando as condi¢cdes do planejamento fatorial que
proporcionaram os melhores resultados em relacio a quantidade de agticares redutores gerados.
Foram utilizados um volume reacional de 1200 mL, massa de argila acidificada de 20 g, massa

de biomassa de 60 g e tempo de 3 horas.

4.7 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

Apoés a realizagdo dos testes em escala ampliada, realizou-se a determinagdo da
composi¢ao do sabugo de milho in natura e apds o pré-tratamento, sendo quantificados os
teores de umidade, cinzas, extrativos, lignina e holocelulose (celulose + hemicelulose), com
base nos procedimentos utilizados por Morais et al. (2010).

Para determinacao da umidade foram utilizados cadinhos de porcelana, que depois de
lavados e secos em estufa a 105 °C foram mantidos em dessecador por 20 minutos, € em
seguida, pesados em balanca analitica, obtendo-se assim a massa de cada recipiente. As
amostras foram colocadas nos cadinhos e pesadas, sendo utilizados entre 9,0 ¢ 14,0 g de
material vegetal. Com isso, o conjunto material-recipiente foi levado a estufa onde permaneceu
a 60 °C, por 24 horas.

Posteriormente & permanéncia na estufa, o conjunto foi pesado, sua massa foi anotada,
e ele foi armazenado adequadamente, para ser utilizado nas etapas seguintes de caracterizacao.
Este procedimento foi realizado em duplicata. Com o conhecimento dos valores da massa do

recipiente (MR), da massa da amostra imida (MAU), da massa do conjunto recipiente/amostra



35

umida (MRAU) e da massa do conjunto recipiente/amostra seca (MRAS), foi possivel a

determinagdo do teor de umidade (TU%) em percentagem, de acordo com a Equagao:

- (()/)_(MRAU—MRAS) 100 ,
0) = MAU XD )

Para a determinagao do teor de cinzas totais, foram utilizados um forno mufla e cadinhos
de porcelana. As amostras foram colocadas nos cadinhos e pesadas, sendo utilizados
aproximadamente 1,0 g de material vegetal.

O conjunto foi colocado, inicialmente, no forno mufla a temperatura ambiente, e para o
aquecimento da amostra utilizou-se uma rampa de aquecimento de aproximadamente 10
°C/min, para que a temperatura de trabalho de 600 °C fosse atingida em aproximadamente 2
horas de aquecimento. Essa temperatura foi mantida por trés horas, e, ao final desse tempo,
decaiu para 200 °C em 2 horas.

Em seguida, removeu-se o conjunto cadinho-amostra calcinada. O conjunto foi
colocado em um dessecador, onde permaneceu por 30 minutos, ¢ depois foi pesado em uma
balanca analitica para a verificagdo da massa de cinzas. Com o conhecimento dos valores da
massa do recipiente (MR), da massa da amostra (MA) e da massa do conjunto
recipiente/amostra calcinada (MRAC), foi possivel o calculo da determinagdo do teor de cinzas

totais (TC%) em percentagem, de acordo com a Equacdo:

(MRAC —MR) _
MA X

TC(%) = 00 (3)

Para determinar o teor de extrativos, inicialmente, pesou-se um papel filtro previamente
seco em estufa a 60°C por 24 horas e anotou-se sua massa. Em seguida, foram pesados cerca
de 5,0 g de matéria vegetal bruta e seca, e este material foi colocado dentro do papel filtro. O
conjunto papel-material foi dobrado e depositado dentro de um Soxhlet. Foi feito um sistema
de extracdo, unindo-se o aparelho de Soxhlet a um condensador de bolas e um baldo

volumétrico de fundo redondo de 500 mL. Em seguida, adicionou-se 100 mL de élcool etilico
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e 100 mL de hexano ao sistema. Apos isso, o conjunto foi colocado em uma manta aquecedora,

permanecendo assim por um periodo de 6 horas de extragdo, Fotografia 1.

Fotografia 1 - Conjunto Utilizado para Determinacdo do Teor de Extrativos.

Fonte: Dados da pesquisa.

Depois desse tempo, o baldo com o solvente e os extrativos, foi removido, € o solvente
recuperado. O cartucho de papel foi posto em uma estufa a 60°C por 24 horas. Posteriormente,
o cartucho de papel foi pesado em balancga analitica. O procedimento foi realizado em duplicata.
Com o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra (MA), da
massa do conjunto recipiente/extrativos (MRE) e da massa do conjunto recipiente/residuo de
solvente (MRRS), ¢ possivel o célculo da determinacdo do teor de extrativos (TE%) em

percentagem, de acordo com a Equagao:

(MRE — MRRS)
x1

TE(%) = VA

00 4)
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Na determinacdo de lignina utilizou-se cerca de 1,0 g de amostra moida, na sua forma
sem extrativos. O material foi colocado em um almofariz, Foto 2, onde foram adicionados 17,0
mL de acido sulftrico 72% (v/v), resfriado em geladeira a 15 °C, antes do uso. Apds a adigao
do acido, o material foi triturado por 15 minutos cuidadosamente com o pistilo, até que nao
houvesse mais particulas visiveis ndo solubilizadas. Findado este procedimento, deixou-se o
material em descanso por 24 horas, para o inicio da proxima etapa. Este procedimento foi
realizado em duplicata. Decorridas as 24 horas para o processo de digestdo, adicionaram-se 306
mL de agua destilada ao almofariz para diluir o acido sulfirico a 4% (v/v). Feito isso, se
transferiu quantitativamente o conteudo para um baldo de 500 mL, em varias por¢des. Depois,
o baldo foi conectado a um condensador de bolas, permanecendo este sistema ligado a uma
manta aquecedora. O material foi mantido sob aquecimento e refluxo por 4 horas, contadas a
partir do inicio da fervura. Apos o tempo de refluxo, desligou-se o aquecimento e esperaram-

se alguns minutos até o baldo atingir a temperatura ambiente.

Fotografia 2 - Maceragao do material para determinacao do teor de lignina com amostras em
acido sulfurico.

: D;ldOS da pesquisa.

Fonte

Para o processo de filtragao, papéis de filtro foram colocados em uma estufa a 60°C, por
24 horas e medida a sua massa. Para a realizagao da filtragdo a vacuo, o material foi transferido
aos poucos para o funil, com uma agita¢do constante, para evitar a perda de precipitado. Apos
a transferéncia de todo o material contido no baldo volumétrico, este foi lavado com agua
destilada, para que nenhum residuo de lignina insoluvel fosse perdido.

O precipitado recolhido no papel de filtro foi enxaguado com 4gua destilada até¢ um pH

proximo ao da agua utilizada. Posteriormente, o papel de filtro foi levado para uma estufa a
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60°C onde permaneceu por 24 horas. Apds a secagem, foi medida a massa do conjunto papel-
lignina somada a massa de lignina, em uma balang¢a analitica

Com base na massa do papel de filtro limpo e seco (MF); na massa da amostra (MA);
na massa do papel de filtro somada a massa de lignina, apos a secagem em estufa (MFL) e no
teor de cinzas das amostras (TC%) pode-se calcular o teor de lignina insolivel (TLI%),

conforme a Equagdo:

(MFL — MF)

TLI(%) = T

xlOO%] —TC(%) (5)

Levando em consideragdao que a soma dos percentuais de todos os constituintes deve
representar 100% da massa do material analisado, ¢ assumindo que a amostra ¢ composta
majoritariamente por holoceluose (celulose + hemicelulose), lignina, extrativos, cinzas e
umidade, como foram determinados os percentuais de quatro destes constituintes, por diferenca,

foi possivel estimar a quantidade de holocelulose presente na amostra.

4.8 REUTILIZACAO DA ARGILA COMO CATALISADOR

A fim de testar a possivel reutilizacdo do catalisador, apds ser submetida ao primeiro
teste catalitico, a argila foi recuperada, por meio da separacao da biomassa s6lida, em peneiras
de aproximadamente 150 mesh, uma vez que os materiais possuiam granulometrias diferentes.
Foram realizados novos testes na melhor condigdo estabelecida pelo planejamento fatorial, que
foi de massa do catalisador de 5g e tempo de rea¢do de 180 min, com sua escala ampliada em
duas vezes. Desta forma, foram utilizados 10g de argila, 30g de biomassa e 600mL de agua
destilada, em um tempo de 180 minutos. Ao término desta etapa, foram realizadas analises
quanto a quantidade de aglcares redutores no meio reacional e constituicdo quimica da

biomassa recuperada como produto sélido, conforme metodologia de Morais ef al. (2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram determinadas a composi¢do quimica da argila por fluorescéncia de
raio X e a identificagdo cristalografica, por difracao de raios X.

Na Tabela 2 é possivel observar a composicao quimica da argila utilizada no trabalho,
representada na forma de 6xidos. Aparentemente a argila caracteriza-se como policationica e
ndo apresenta sédio em sua composicdo. Valores significativos de ferro, magnésio e calcio

podem ser encontrados na argila, o que pode influenciar sua capacidade adsortiva.

Tabela 5 - Composigdo quimica da argila.

Constituintes Quantidade (%)
SiO; 61,63
ALO3 23,19
Fe,0; 7,98
MgO 3,99
Ca0 1,32
TiO; 1,17
K;O 0,43
Outros 0,28

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao analisar os resultados, presentes na Tabela 2, percebeu-se que a amostra apresentou
elevados teores de silica (SiO2) e alumina (Al,O3), sendo estes os principais componentes dos
minerais de argilas. Para o teor de ferro (Fe>Os) observou-se que a amostra apresentou
percentual de aproximadamente 8%, tipico das argilas do Municipio de Boa Vista-PB
(MORAIS et al., 2018), sendo este valor caracteristico dos argilominerais do grupo das
esmectitas (SOUZA SANTOS, 1992). Os 6xidos alcalino-terrosos de Calcio (CaO) e Magnésio
(MgO) apresentaram teores superiores a 1%, podendo ser uma indicacdo da auséncia de
carbonatos (MORALIS et al., 2018).

A identificagdo cristalografica foirealizada por meio das interpretagdes do difratograma
ilustrado na Gréfico 1, que demonstra que a bentonita € constituida por argilomineral
esmectitico, quartzo e argilomineral caulinitico, sendo esta caracteristica observada também em

estudos realizados por Brito et al., (2016) e Duarte-Neto, Menezes, Neves, (2014).
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Grifico 1 - Difratograma de raio X da amostra estudada.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Apos caracterizagdo da argila foram realizados os testes de pré-tratamento. Inicialmente,
a reacao foi conduzida sem massa de argila, usando os resultados obtidos nesta etapa para uma
posterior comparacdo com as quantidades de acgucares redutores gerados nas condigdes
estabelecidas para reagdo na presenga de argila. O pré-tratamento da biomassa, submetendo o
material a altas temperaturas, na presenca apenas de agua, permite promover a acessibilidade
ou a solubilizacao de grande parte da hemicelulose. Neste caso, dcido acético ¢ formado a partir
da biomassa e atua como catalisador das reagdes de hidrélise, promovendo a despolimerizagao
da hemicelulose (NUNES, 2015).

No Grafico 2 estao contidos os teores de agucares redutores observados para o sabugo
in natura e nas condigdes de pré-tratamento sem a presenga de argila, para os tempos de 60,

120 e 180 min, respectivamente.
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Grafico 2 - Teores de aglicares redutores determinados pelo método do DNS em sabugo in natura e
apos pré-tratamento sem a presenga da argila.

N
S D

34.79

42.01
25.88

null

In natura 60 min 120 min 180 min

N W W N
whn O W

[
S W

Agucares Redutores (mg.mL")
3]
[w]

S WD

Fonte: Dados da pesquisa

Ao término desta etapa, foi possivel verificar que a concentragdo de agucares redutores
apresentou pequena variagao, observando-se uma quantidade mais elevada quando o tempo de
reacdo foi de 3 horas. Esta pequena alteracdo pode ser explicada pelo fato da temperatura
utilizada no pré-tratamento ter sido de apenas 120 °C. Segundo Costa et al. (2014), a aplicacao
de temperaturas abaixo de 180 °C ndo permitem um maior efeito desta variavel na ruptura dos
grupos acetil presentes na hemicelulose e, por conseguinte, a auto hidrolise das ligagdes
glicosidicas dos carboidratos € prejudicada.

Em seguida, os testes foram conduzidos nas condi¢des estabelecidas para o
planejamento fatorial, conforme apresentado na Tabela 1, utilizando como catalisador a argila

bentonita. Os resultados obtidos para esta etapa, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Teores de acucares redutores obtidos no produto liquido da reacao de pré-tratamento do
sabugo de milho com a argila bentonita como catalisador.

Experimento = Tempo de Reaciao Massa de Catalisador Acticares Redutores
(A) (B) (mg.mL")
1 60 min 1.,0g 18,69
2 180 min 1.,0g 30,16
3 60 min 50¢g 15,50
4 180 min 50¢g 22,61
5 120 min 30g 27,02
6 120 min 30g 20,82
7 120 min 30g 12,60

Fonte: Dados da pesquisa.
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Apds as andlises, percebeu-se que a variagdo nas quantidades dos agucares redutores,
continuou sendo minima, comparando-se com 0s experimentos realizados sem a aplica¢do da
argila. Com isso, € possivel afirmar que, nas condi¢des aplicadas, a argila sem tratamento nao
apresentou atividade catalitica para a reacdo em estudo. Portanto, sabendo que o tratamento
modificaria caracteristicas estruturais da argila, tornando-a mais acessivel ao substrato, foi
realizado o tratamento com &cido para potencializar a sua influéncia na reagdo (SARTOR,
2014).

Ap6s a acidificagdo da argila, as condi¢des para realizacao dos experimentos foram as
mesmas estabelecidas para a argila sem tratamento, conforme a Tabela 1. Os resultados obtidos

para esta etapa, encontram-se disponiveis na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores de agucares redutores obtidos no produto liquido da reagdo de pré-tratamento do
sabugo de milho com a argila bentonita tratada como catalisador.

Experimento  Tempo de Reacio Massa de Catalisador Acticares Redutores
) (B) (mg.mL")
1 60 min 1,0g 34,30
2 180 min 1.,0g 47,61
3 60 min 50g 78,26
4 180 min 50¢g 143,20
5 120 min 30g 76,24
6 120 min 30g 71,49
7 120 min 30g 73,50

Fonte: Dados da pesquisa

Ao avaliar os resultados dispostos na Tabela 7, verifica-se que o produto liquido da
reacdo de pré-tratamento do sabugo de milho apresentou quantidades de agucares redutores
mais elevados do que os obtidos nas condig¢des aplicadas anteriormente, o que evidencia a agao
catalitica da argila tratada com 4cido. E possivel observar também que o melhor resultado foi
alcancado nas condi¢des do experimento 4, sendo gerados 143,20 mg. mL™! de AR. A formacio
de agticares redutores no produto liquido ocorre devido a degradacdo da fracdo hemicelulose e
de parte da frag@o celuldsica, principalmente a regido amorfa deste constituinte.

Silva (2019) ressalta que o alto teor de agucares redutores encontrados apos o pré-
tratamento favorece a aplica¢do da fra¢do liquida em processos fermentativos, podendo gerar
produtos como xilitol, etanol e outros. A fracdo solida pode ser submetida ao processo de

hidrolise, visando a geragdo do etanol de segunda geragdo e de outros produtos, como furfural
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que pode ser utilizado na producao de plasticos, adesivos, lubrificantes e atuar como um aditivo

direto em misturas de combustiveis

A comparagdo entre os resultados obtidos para os dois planejamentos fatoriais

aplicados, com argila in natura e tratada com acido, encontra-se disponivel no Grafico 3.

Grafico 3 - Quantidade de acucares redutores presentes no produto liquido do pré-tratamento do
sabugo de milho para as duas formas de argila aplicadas como catalisador.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Ao analisar o Grafico 3, verifica-se que a aplicacdo da argila tratada proporcionou um
aumento significativo nos teores de agucares gerados. Com isso, ¢ possivel afirmar que se
aplicando esse tipo de catalisador, para estas condigdes, pode-se alcangar os melhores
resultados na remog¢ao da fracao hemiceluldsica do sabugo, tornando a fracao celulésica mais
acessivel. A confirmacdao de que os fatores influenciam na resposta pode ser comprovada a
partir da analise estatistica dos dados.

No Grafico 4 encontra-se o diagrama de Pareto obtido a partir dos resultados obtidos na
utilizacdo do planejamento fatorial avaliando a influéncia do tempo e da quantidade da massa

de argila, em solucdo, sobre a quantidade de actcares redutores.
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Grafico 4 - Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados (Tempo (A) e massa de argila (B));
Variavel: AR (mg/ mL).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Avaliando o Gréfico 4, verifica-se que ha a influéncia dos dois fatores e da interagao
entre eles sobre a resposta, e que o efeito desses fatores € positivo, ou seja, quanto maior o
tempo de reacdo e a massa de argila utilizada, maior sera a quantidade de agucares presentes no
meio reacional. Com isso, para as condi¢des estudadas, ¢ possivel afirmar que uma exposicao
do sabugo de milho por um periodo mais prolongado ao processo de pré-tratamento, aplicando
uma maior massa de argila acidificada, ird proporcionar uma maior redugao na quantidade de
hemicelulose e com isso maior acesso a fragao celulose presente na biomassa. Apos estabelecer
a melhor condi¢do, foi possivel ampliar a escala, em 4 vezes. Ainda foi verificado a quantidade
de agucares redutores quando a argila foi reutilizada. Os resultados podem ser observados na

Tabela 8.

Tabela 8 - Quantidade de A¢ucares Redutores determinados pelo método do DNS.

Sabugo de milho Aciicares redutores (mg.mL™")
In natura 25,88
Apds o pré-tratamento 143,20
Apds o pré-tratamento (escala ampliada) 118,26
Reutilizacao da argila 22,02

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode-se perceber que ocorreu aumento dos niveis de agucares da amostra pré-tratada e
que mesmo apos a ampliacdo de escala, o valor destes ainda foi significativo, o que mostra que
estudos posteriores podem ser realizados a fim de superar os desafios enfrentados para

estabelecer um processo de pré-tratamento em condigdes industriais (SLUPSKA, 2019).
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J& quando a argila foireutilizada como catalisador no processo, a quantidade de agucares
foi inferior em relagdo aos outros testes realizados, indicando que para estas condigdes a
reutilizagdo ndo ¢ indicada, uma vez que a sua presenca no meio reacional ndo proporcionou o
aumento na quantidade de AR gerado.

Como forma de comprovar que a geracdo de aclcares no meio reacional esta
diretamente associada a degradacdo das fracdes hemicelulose e celulose, o sabugo de milho
utilizado foi caracterizado antes e apos a aplicagdo do pré-tratamento. Os dados relativos a
quantidade de holocelulose (celulose + hemicelulose), lignina, extrativos, cinzas e umidade

presentes nas amostras se encontram na Tabela 9.

Tabela 9 - Composigdo quimica das amostras do sabugo de milho antes e apos o pré-tratamento.

Biomassa Holocelulose Lignina Extrativos Cinzas Umidade
(%) (%) (%) (%) (%)
Sabugo in natura 60,40 £5,10  25,19+£5,79 4,27+0,15 2,54+0,70 7,60 +0,16

Sabugo pré-tratado 44,12 +5,67  35,41+4,72 4,73+0,89  9,93+0,10 5,79+0,15
com argila tratada
Sabugo pré-tratado 64,57 £3,09 18,2+1,82 4,70+£0,74  8,60+0,39 3,91 +0,12

com argila reutilizada

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota-se que o sabugo de milho in natura apresentou uma composi¢do condizente com
as encontradas na literatura. Considerando os principais constituintes, observa-se que os teores
de holocelulose e cinzas se encontram no mesmo patamar que os valores apresentados nos
estudos realizados por Santos-Rocha et al. (2017), que observaram aproximadamente 62,0 e
2,4%, respectivamente, enquanto que para os valores correspondentes a lignina verificou-se um
valor superior e mais proximo com os niveis encontrados por Dos Santos (2014) variando entre
18,02 ¢ 17,98%. A variedade do milho, o método e a época do plantio e da colheita, o clima
em que foi cultivada, bem como, os diferentes métodos usados para a determinagdo de sua
composicdo sao fatores a se considerar quanto as variagdes observadas.

Ainda na tabela 9 pode ser visualizado os valores da composicao quimica da biomassa
submetida ao processo de pré-tratamento com a reutilizacdo do catalisador, em que hé uma
pequena variacdo na sua composicdo, evidenciando que had poucas potencialidades na

reutilizacdo da argila como catalisador.
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No Grafico 5 ¢ possivel observar os resultados obtidos para composi¢cdo da biomassa
em holocelulose, lignina, extrativos, cinzas e umidade obtidos pela caracteriza¢do antes e apds

a etapa e pré-tratamento.

Grafico 5 - Composigdo (%) da Holocelulose, lignina, extrativos, cinzas e umidade.

1 |
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B Bagaco pré-tratado (reutilizacdo da argila acidificada)

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao analisar o Grafico 5, nota-se que apos o pré-tratamento utilizando a argila bentonita
como catalisador ocorreu um aumento na quantidade de cinzas, provavelmente pela presenca
de pequenas quantidades do catalisador que ndao puderam ser separados da amostra de biomassa
tratada e seca, mesmo apos aplicagdo do processo de peneiramento com diferentes malhas de
abertura. Percebe-se uma redug¢do na quantidade de holocelulose, sendo este resultado
condizente com o aumento de aguicares no meio reacional, e que também foi verificado por
Santos-Rocha ef al. (2017) quando submeteu o sabugo de milho a processos de pré-tratamento.

Verifica-se também que a argila submetida a reutilizagdo ndo demonstrou atividade
catalitica. Rabie, Mohammed e Negm (2018) modificaram quimicamente a argila bentonita
com acido cloridrico, e observaram atividade aceitavel no craqueamento catalitico de 6leos, por
4 rodadas com um rendimento de 87%, apds a quarta rodada de reacdo. Entretanto, no estudo
citado, antes de cada experimento, o catalisador foi lavado com benzeno e seco para remover
as contaminagdes formadas em sua superficie. Com isso, um dos motivos para a ndo geragao
de agtlicares, pode ter sido a ndo realizagdo desta etapa, uma vez que a presenga de impurezas

na superficie do catalisador pode influenciar negativamente a sua atividade.
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6 CONCLUSAO

Apds o desenvolvimento de todas as etapas propostas, foi possivel verificar que a argila
bentonita in natura ndo apresentou atividade catalitica sobre a reacdo de pré-tratamento do
sabugo de milho, nas condi¢des estabelecidas no planejamento fatorial.

Constatou-se que o tratamento acido da argila provocou alteragdes em sua estrutura,
uma vez que, aplicando este material como catalisador, usando as mesmas condigdes de
processo, foram alcangados valores de acgucares redutores superiores aos observados
anteriormente, comprovando que a bentonita acidificada possui atividade catalitica sobre o pré-
tratamento do sabugo de milho.

Verificou-se que a condigdo mais efetiva foi a constituida por uma massa de argila de
5,0 g e o tempo de reacdo de 180 min, e que usando essas condigdes em escala ampliada,
observou-se novamente o aumento dos niveis de acucares redutores no meio, comprovando a
atividade catalitica da argila, com a reducdo da fragao holocelulésica no produto sélido.

Ao reutilizar a argila como catalisador em uma nova etapa de pré-tratamento, a mesma
apresentou resultados semelhantes ao da argila in natura, sendo proposta a aplicacdo de uma

etapa de purificagdo antes da reutilizagao, para que sua atividade catalitica fosse reestabelecida.
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