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RESUMO - A eficécia da hidrdlise enzimatica da biomassa é influenciada pela umidade
da amostra. Alguns pré-tratamentos quimicos podem reduzir/eliminar este efeito. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de secagem sobre o pré-tratamento quimico e
hidrdlise enzimatica de brachiaria brizantha. A biomassa foi moida e a umidade
determinada, 65%, e uma parte desta foi seca até 5% de umidade. Cada uma destas
amostras foi submetida a pré-tratamentos fraco (&cido e base diluidos) e forte (&cido e
base concentrados) e depois submetidas a hidrélise enzimética. Os resultados
comprovaram que a secagem da biomassa desfavorece a hidrolise, pois o rendimento de
acucares foi de 35 % para a amostra Umida e 2 % para amostra seca. Ap0s pré-tratamento
fraco o rendimento para amostra seca, 70 %, foi maior do que na amostra Umida, 59 %.
Quando pré-tratamento forte foi aplicado, os rendimentos de hidrolise para amostras
Umida (95 %) e seca (92 %) tornaram-se similares. Concluiu-se que o processo de
secagem da biomassa ndo influencia o rendimento de acucares da hidrolise enzimatica se
um pré-tratamento quimico adequado for aplicado.

1. INTRODUCAO

Um dos pontos-chave para o uso de biomassa na producdo de combustiveis e outros quimicos
renovaveis é viabilizar o transporte e/ou armazenamento desta matéria-prima. Um dos principais
obstaculos nestas operagdes € a umidade nas diferentes biomassas, as quais podem atingir até 70 %
em agua (Athmanathan et al., 2011). Biomassas com elevados teores de agua apresentam baixa
densidade energética e tornam-se mais susceptiveis a degradacdo microbiana, desfavorecendo seu
transporte e armazenamento (Acharjee et al., 2011; Medic et al., 2012).

A secagem da biomassa pode ser usada para facilitar seu transporte e armazenamento.
Entretanto, ha estudiosos que defendem o armazenamento da biomassa umida em silos. Cada uma
destas estratégias tem vantagens e desvantagens relacionadas a condi¢fes climaticas, degradacao
microbiana, perda do material no campo, gasto de energia no pré-processamento, digestibilidade do
material, risco de incéndio, geracdo de residuos, etc. (Li et al., 2011; Miao et al., 2012).
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Quando se considera a producdo de biocombustiveis, o fato de a secagem permitir a estocagem
da biomassa por longos periodos, facilitar o transporte e facilitar a cominuicdo desta em moinhos
comumente usados em escalas industriais, percebe-se que esta estratégia torna-se interessante, mesmo
que as etapas seguintes sejam a reidratagdo do material para a producdo de agucares via processos
bioldgicos (Rivers et al., 1987; Digman et al., 2010; Ewanick et al., 2011).

O processamento de uma biomassa para obtencdo de aglcares geralmente passa pelas seguintes
etapas: cominuicdo, pré-tratamento e hidrdlise enzimética. O teor de agua presente na biomassa
poderd influenciar fortemente na energia gasta na etapa de cominuicdo. No estudo realizado por
Barakat et al. (2013), verificou-se que um aumento de até 50 % na energia gasta na etapa de
cominuicdo pode ocorrer quando a umidade do material aumenta de 10 % para 15 %. Apesar das
vantagens do uso de biomassa com baixo teor de agua na etapa de cominui¢do, nas etapas seguintes
do processamento isto podera ter um efeito negativo (Ewanick et al., 2011). Entretanto, o uso de um
pré-tratamento adequado podera neutralizar tais efeitos.

O pré-tratamento de biomassas é aplicado para a remocdo ou modificacdo de componentes
indesejados da biomassa visando o aumento da velocidade e rendimentos em acucares via hidrélise
enzimatica (Mosier et al., 2005). Neste trabalho, o pré-tratamento utilizado envolveu uma etapa
usando acido para remoc¢do de hemicelulose e uma etapa alcalina para remocao de lignina, ambos
com o objetivo de facilitar o acesso das celulases ao substrato por meio do intumescimento e aumento
da porosidade do material (Xu et al., 2011; Kim et al., 2012).

A escolha do pré-tratamento é importante, mas € preciso manter em mente que a possibilidade
de reidratacdo do material para facilitar a hidrélise enziméatica dependera de varios fatores, entre eles,
tamanho de particula da biomassa, temperatura de secagem, valor final de umidade, estrutura e
composicdo quimica da biomassa (Cullis et al., 2003; Acharjee et al. 2011; Luo et al. 2011; Zhang et
al., 2013). No estudo realizado por Maache-Rezzoug et al. (2011), observou-se que uma variagdo de
10 a 40 % no teor de agua da palha de trigo ndo afeta a hidrolise enzimatica, desde que esta mateéria-
prima seja previamente submetida a tratamento a vapor.

A biomassa pode estar envolvida pela agua em diferentes niveis, por exemplo, em niveis
moleculares (agua ligada aos diferentes componentes) e macromoleculares (entre os poros e livre).
Em cada um dos casos a agua tem propriedades distintas, mas ambas fundamentais na interacdo
enzima-substrato (Kristensen et al., 2009). Dependendo da composicdo do material pre-tratado,
diferentes quantidade e distribuicdo de agua podem ser observadas, pois a gua se liga de maneira
diferente aos diferentes componentes da biomassa, por exemplo, hemicelulose tem alta capacidade de
ter agua ligada, enquanto celulose e lignina ndo a tém (Modenbach et al., 2012).

Considerando o exposto, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da secagem de biomassa
sobre o pré-tratamento quimico e a hidrdlise enzimatica. A Brachiaria brizantha foi utilizada como
biomassa modelo, pois apresenta elevado potencial de producdo, podendo atingir 18 ton/MS/ha/ano
(Sa et al., 2010), a um baixo custo e, além disso, também apresenta baixo teor de lignina, o que tem
despertado o interesse cientifico para estudos de melhoramento e aplicacdo desta biomassa na
producdo de biocombustiveis (Carvalho et al., 2011).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os principais materiais utilizados neste trabalho foram: a forrageira Brachiaria brizantha cv.
Marandu (produzida em campos da Embrapa Cerrados), o extrato enziméatico comercial Cellic®
CTec2, da Novozymes, 0 qual tem atividade = 147 FPU/mL. Os equipamentos utilizados foram
moinho IKA modelo Al1, estufa, mesa agitadora e cromatografo a liquido da Agilent Infinity 1260.

2.2. Métodos

Para visualizar a estrutura deste trabalho, um fluxograma com as principais etapas realizadas
sdo apresentadas na Figura 1, e em seguida é apresentada uma descrigdo detalhada destas etapas.

Braquidria brizantha

—_

Cominui¢ao do material amido

N ——
Material Gmido Material seco, 70° C
acido sulfurico 0,75 % v/v dcido sulfiirico 0,75 % v/v
hidréxido de sodio 0,5 % m/v hidréxido de sodio 0.5 % m/v
acido sulfurico 2,0 % v/v acido sulflirico 2,0 % v/v

hidroxido de sodio 4 % m/v hidréxido de sédio 4 % m/Av

Figura 1 — Fluxograma das etapas de preparo da biomassa para a hidrdlise enzimatica. Cada um
dos blocos amarelos representa uma amostra gerada.

Cominuicdo do material dmido: A eficacia do pré-tratamento e hidrolise enzimatica depende do
tamanho de particula inicial da matéria-prima. Assim, para que a Unica diferenca entre as amostra
geradas fosse o teor de agua, a biomassa foi cominuida ainda Uumida e depois dividida em duas
fracOes, uma que permaneceu Umida e outra que foi seca a 70 °C. Para moagem do material imido foi
utilizado um moinho modelo A11 basic da IKA, com rotacdo de 28000 rpm por 30 segundos.

Pré-tratamento: O pré-tratamento foi realizado em duas etapas, primeiramente com solucéo de
acido sulfurico e em seguida com solucdo de hidroxido de sodio. A razéo solido:liquido em todas as
condicBes de pre-tratamento foi de 1:10 m/v. As fragdes Umida e seca da biomassa, foram submetidas
a pré-tratamento fraco (acido sulfurico 0,75 % v/v seguido de hidroxido de sodio 0,5 % m/v) e pre-
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tratamento forte (acido sulfarico 1,5 % v/v seguido de hidréxido de sodio 4 % m/v). Em todas as
etapas, as amostras foram mantidas por 30 minutos em autoclave a 121°C. Ap0s a etapa acida, cada
material foi lavado com &agua destilada e o procedimento em autoclave repetido, desta vez usando
solucdo de hidroxido de sddio. Ao final desta etapa o material foi lavado com &gua destilada fervente.

Caracterizacdo das amostras in natura e pré-tratadas de Brachiaria brizantha: Todas as amostras
de Brachiaria brizantha (Umida, seca, tmida e seca submetidas a pré-tratamento fraco, Umida e seca
submetidas a pré-tratamento forte) foram caracterizadas quanto ao teor de umidade. Além disso, foi
utilizada metodologia descrita por Gouveia et al. (2009) para estimar os percentuais de celulose e
hemicelulose nestas amostras.

Hidrolise enzimatica: a razdo sélido:liquido nas reacdes de hidrélise enzimatica foi de 0,025:1,
m/v. A reacdo foi conduzida em mesa agitadora (shaker) a 50 °C e 200 rpm, na presenca de tampéo
citrato 100 mM, pH 5. A quantidade de enzima utilizada em cada erlenmeyer foi de 30 FPU/g de
celulose. Estes experimentos foram realizados em triplicata. A quantidade de glicose liberada apds 48
h de reacdo foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados e discutidos nos dois itens a seguir, 0s
quais tratam da caracterizacdo da biomassa quanto ao percentual de cada polissacarideo (celulose e
hemicelulose) e teor de umidade e, além disso, apresentam os dados de desempenho na hidrolise de
cada uma das amostras geradas.

3.1. Caracterizacao de Brachiaria brizantha in natura e pré-tratadas

A determinacdo dos teores de umidade da biomassa in natura (Umida e seca) e dos materiais
obtidos apds cada etapa de pré-tratamento foram fundamentais para definir a quantidade de massa
Umida a ser pesada, de tal forma que em cada etapa reacional de pré-tratamento ou hidrolise
enzimatica, uma quantidade padronizada de massa seca da biomassa fosse adicionada aos reatores.
Além disso, estes dados também permitiram a avaliagdo da eficacia dos pré-tratamentos e hidrolises
enzimaticas dos diferentes amostras geradas. A Tabela 1 apresenta os dados de umidade.

Tabela 1 — Dados de umidade medidos em Brachiaria brizantha ap6s diferentes tratamentos

Amostras de Brachiaria (apds moagem) Teor de umidade (%)
In natura (Umida) 66,16 + 1,1
In natura apos secagem a 70 °C (Seca) 553+0,0
Umida submetida a pré-tratamento fraco 7155+£20
Umida submetida a pré-tratamento forte 78,71+1,3
Seca submetida a pré-tratamento fraco 75,90+ 04
Seca submetida a pré-tratamento forte 79,44 +£0,8

Em funcdo da dréstica reducéo no teor de umidade ap0s a secagem da biomassa (de 66 % para 5
%), é possivel observar uma mudanca no aspecto fisico do material, como mostra a Figura 2 (B e E).
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Apesar de o aspecto fisico demostrar apenas uma ligeira modificacdo na coloracdo do material,
a secagem a 70 °C torna a biomassa mais “quebradi¢ca”, o que € importante para a cominui¢do do
mesmo, por exemplo, por meio de processos mecanicos. Por outro lado, este procedimento dificulta
significativamente a etapa de hidrolise enzimética, como sera apresentado no item a seguir.

Apds os pré-tratamentos fracos tanto do material tmido quanto do material seco, foi observado
um aumento no teor de umidade (71 e 76 %) em relacdo & umidade no material de partida (Brachiaria
brizantha moida com 66 % de umidade). Vale ressaltar que estes valores foram medidos apos
lavagem e prensagem do material pré-tratado até que nao fosse observada extracdo de dgua. Quando
pré-tratamento forte foi aplicado os valores de umidade foram ainda ligeiramente aumentados (79 %).

Este resultado parece contradizer dados da literatura, pois é esperado um aumento da
hidrofobicidade do material pré-tratado, ou seja, menor teor de &gua ligado a este. Algumas
consideracBes precisam ser mencionadas, por exemplo, em relacdo aos tipos de agua presentes na
biomassa. Como a fracdo que apresenta maior tendéncia a manter agua ligada, a hemicelulose, foi
retirada, € esperado que o aumento no teor de &gua dos materiais pré-tratados se justifique pelo
aumento da porosidade do material apés a remocdo da hemicelulose e lignina. Além disso, as
alteracbes causadas na celulose devido a acdo do hidroxido de sddio também provocaram o
intumescimento deste sélido. Considerando as mudancas nos aspectos fisicos apos os pré-tratamentos,
a Figura 2 apresenta fotos em que visivelmente é possivel perceber o efeito da severidade nestes
processos.

®) &) 53)

Figura 2 — Foto das seis amostras de Brachiaria brizantha geradas sob diferentes tratamentos
para serem submetidas & hidrolise enzimatica. (A) Umida submetida a pré-tratamento fraco, (B) In
natura (Umida), (C) Umida submetida a pré-tratamento forte, (D) Seca submetida a pré-tratamento
fraco, (E) In natura apés secagem a 70 °C (Seca), (F) Seca submetida a pré-tratamento forte.
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Visualmente, é possivel perceber que tanto em materiais pré-tratados a partir de amostra Umida
quanto a partir de amostra seca, ocorre redugdo no tamanho das fibras na seguinte sequéncia: tamanho
de fibras na amostra in natura (seca ou Umida) > tamanho de fibras nas amostras submetidas a pré-
tratamento fraco > tamanho de fibras nas amostras submetidas a pré-tratamento forte. Amostras
submetidas a pré-tratamento forte tem um aspecto mais homogéneo em relacédo as demais amostras.

3.2. Hidrolise enzimatica de Brachiaria brizantha in natura e pré-tratadas

As amostras descritas acima foram caracterizadas quanto ao teor de celulose e hemicelulose, e
experimentos de hidrolise enzimatica foram realizados utilizando o extrato enzimatico Cellic Ctec®
2. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados dos percentuais de celulose e hemicelulose em brachiaria pré-tratada

Amostras de Brachiaria brizantha % de celulose % de hemicelulose
In natura (Umida) 30,88+ 1,7 19,61+2,1
In natura ap6s secagem a 70 °C (Seca) 30,88+ 1,7 19,61+£2,1
Umida submetida a pré-tratamento fraco 57,21+15 1481 +£0,5
Umida submetida a pré-tratamento forte 88,56 + 0,1 442+0,1
Seca submetida a pré-tratamento fraco 61,29 + 3,4 13,27 +£0,5
Seca submetida a pré-tratamento forte 86,66 + 0,7 4,37+£0,2

Conhecendo o teor de umidade e o percentual de celulose em base seca de cada uma das
amostras da Tabela 2, a quantidade de cada um destes materiais a ser adicionada ao reator foi
calculada de tal forma que a concentracdo final maxima de glicose, em caso de hidrélise completa,
atingisse 25 g/L. O gréafico da Figura 3 apresenta os dados de concentracdo de glicose obtidos para
cada uma das amostras. A quantidade de enzima utilizada em cada reator foi de 30 FPU/g de celulose
e a reacdo ocorreu por 48 h.

Il Concentragdo de glicose em fung&o
de diferentes pré-tratamentos
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Concentracéo de glicose (g/L)

o
1

S S-forte S -fraco V] U -forte U -fraco
Amostras de Brachiaria brizantha

Figura 3 — Dados da hidrélise de brachiaria. S representa amostra seca; U, umida; Forte, pré-
tratamento forte e Fraco, pré-tratamento fraco.
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Na Figura 3 percebe-se que a secagem interfere fortemente na eficacia de hidrolise dos
materiais in natura (amostras seca e Umida), mas que ap6s o pré-tratamento quimico fraco e forte os
rendimentos de hidrolise s&o similares.

4. CONCLUSAO

A secagem de biomassa é importante para facilitar o transporte e armazenamento desta.
Entretanto, isto causa um efeito negativo na hidrélise enzimatica, o que leva a necessidade de um pré-
tratamento eficaz para viabilizar a hidrélise enzimética. O pré-tratamento quimico usando &cido
sulfurico e hidréxido de sédio em elevadas concentracGes € uma das estratégias eficazes para reduzir
a recalcitrancia da amostra favorecendo o aumento no rendimento na producdo de acglcares em
processos de hidrolise enzimatica.
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