UNIVERSIDADE DO SAGRADO CORACAO

CLAUDEMIR NATALINO DA SILVA

ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DAS
MATERIAS LIGNOCELULOSICAS DA CANA-DE-
ACUCAR

BAURU
2013



CLAUDEMIR NATALINO DA SILVA

ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DAS
MATERIAS LIGNOCELULOSICAS DA CANA-DE-
ACUCAR

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Centro de Ciéncias Exatas e Sociais
Aplicadas como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de bacharel em Quimica,
sob a orientacdo do Prof. Dr. Raul Andres
Martinez Uribe

BAURU
2013



S5862e

Silva, Claudemir Natalino

Etanol de segunda geragdo a partir das matérias
lignoceluldsicas da cana-de-agucar / Claudemir Natalino da
Silva -- 2013.

73f.: il

Orientador: Prof. Dr. Raul Andres Martinez Uribe.
Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em
Quimica) — Universidade do Sagrado Coracdo — Bauru —

SP.

1. Etanol. 2. Biomassa. 3. Lignocelulésicas. I. Uribe,
Raul Andres Martinez. Il. Titulo.




CLAUDEMIR NATALINO DA SILVA

ETANOL DE SEGUNDA GERACAO A PARTIR DAS MATERIAS
LIGNOCELULOSICAS DA CANA-DE-ACUCAR

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Centro de Ciéncias Exatas e
Sociais Aplicadas da Universidade do Sagrado Coracdo como parte dos requisitos

para obtencdo do titulo de bacharel em Quimica sob orientacdo do Prof. Dr. Radl
Andres Martinez Uribe

Banca examinadora:

Prof. Dr. Raul Andres Martinez Uribe
Universidade do Sagrado Coracao

Prof. Me. Carlos Henrique Conte
Universidade do Sagrado Coracao

Profa. Dra Marcia Rodrigues De Morais Chaves
Universidade do Sagrado Coracao

Bauru, de dezembro de 2013.



Dedico este trabalho a toda minha familia,
pelas palavras de incentivo e por todo

apoio que me foi concedido.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Aurea e Antdnio, por apoiar meus estudos, e de estar ao meu
lado sempre que precisei. E as minhas queridas irmas, cunhados e sobrinhos.

Aos meus maravilhosos amigos, da Usina Sdo Manoel como: Bruno, José
Carlos, Miriam, Cristiano Azeredo, e a equipe Alfa (Eduardo, Adilson, Cétia,
Claudinei, Jair e Elton). Aos tantos outros amigos ndo menos importantes.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Raul Andres Martinez Uribe, pelo apoio,
ensinamentos transmitidos e orientacao neste trabalho.

Ao Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), pelo espac¢o concedido e apoio
no desenvolvimento deste trabalho, e especialmente aos meus colegas do CTC,
Célia Galvao, Juliana Teodoro, Alexandra Pavan, Ana Paula Pitarelo, Claudia
Ramos, José Augusto Tomé, Rafael, Veridiana, Nilton e outros ndo menos
importante.

A todos que acreditaram e torcem por mim. Aos amigos distantes, familiares e

professores que contribuiram de forma direta ou indireta nesta caminhada.



RESUMO

A escassez de reservas petroliferas, principal fonte energética mundial,
juntamente com as preocupacdes da sociedade com a preservacao ambiental,
tornaram o etanol uma fonte de energia sustentavel de grande importancia. No
entanto, uma enorme gama de estudos, na area de pesquisa do etanol de segunda
geracdo a partir das matérias lignocelulésicas da cana-de-acucar precisa ser
realizada. O objetivo geral deste trabalho foi analisar as etapas de processo como: o
pré-tratamento por explosdo a vapor, hidrolise enzimética e fermentacdo do caldo
hidrolisado. O trabalho foi realizado nos laboratérios do centro de tecnologia
canavieira (CTC), onde se analisaram as caracteristicas do bagaco de cana-de-
acucar in natura caracterizando-o, quanto aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina. O pré-tratamento do bagaco de cana-de-acgucar foi realizado em um reator
de explosao a vapor em temperaturas em torno de 195°C por um determinado tempo
de retencdo. O bagaco pré-tratado foi submetido a hidrélise enzimética com uso de
enzima comercial Cellic CTec 3 (Novozymes®) com concentracdo de 10 FPU/g-cel
sobre o teor de sdlido, a 50°C, com pH de 4,8, por 48 horas. Na fermentacéo foi
utilizado o caldo hidrolisado proveniente do processo de hidrélise do bagaco pre-
tratado apos filtracéo, e melaco proveniente do processo de fabricagcdo de acgucar da
USM, com leveduras Saccharomyces cerevisiae. A conversdao do bagaco na
hidrolise foi de 23,5 g/L de glicose resultando no rendimento de 77,8% e a
conversdo de glicose em etanol na fermentacao foi de 56,25 g/L resultando em um
rendimento de 78,3%. Com isso pode-se concluir que a obtencdo do etanol de
segunda geracdo a partir das matérias lignocelulésicas da cana-de-acucar €
possivel utilizando esses métodos.

Palavras chaves: Etanol. Biomassa. Lignocelulosica.



ABSTRACT

The scarcity of oil reserves along with society's concerns with environmental
preservation, ethanol turned a sustainable source of energy of great importance.
However, many studies of second generation ethanol from lignocellulosic materials of
cane sugar needs to be performed. The aim of this study was to analyze the process
steps as pretreatment by steam explosion, enzymatic hydrolysis and fermentation of
hydrolyzate broth. The work was performed in the Sugarcane Technology Center
(CTC) laboratories, which analyzed the characteristics of the nature bagasse of
sugarcane, concerning the contents of cellulose, hemicellulose and lignin.
Pretreatment of bagasse sugarcane was conducted in a steam explosion reactor at
temperatures around 195 ° C for a specified retention time. The pretreated bagasse
was subjected to enzymatic hydrolysis using commercial enzyme Cellic Ctec 3
(Novozymes ®) at a concentration of 10 FPU/g-cel on the solid content at 50°C , pH
4.8 for 48 hours . In the hydrolyzate fermentation broth from the hydrolysis of
pretreated bagasse after filtration process, and molasses from the sugar
manufacturing process of the USM with yeast Saccharomyces cerevisiae was used.
The conversion of bagasse hydrolyzate was 23.5 g/L glucose resulting in yield of
77.8% and the conversion of glucose to ethanol during fermentation was 56.25 g/L
resulting in a yield of 78.3%. Thus it can be concluded that obtaining the second
generation ethanol from lignocellulosic materials of cane sugar is possible using
these methods.

Keywords: Ethanol. Biomass. Lignocellulose.
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1 INTRODUCAO

A necessidade energética esta associada com a estrutura e a dinamica da
sociedade humana atual, assim como o petr6leo tem sua importancia nesse
suplemento energético, o etanol adquiriu sua importancia em paralelo.

A crise energética mundial por elevacdes dos precos de fontes energéticas
fésseis e o desenvolvimento em paralelo de fontes alternativas de energia no Brasil
transformaram o etanol como uma das principais alternativas energéticas mundiais.
O Brasil é reconhecido mundialmente por seu pioneirismo na introducdo em sua
matriz energética de um biocombustivel produzido a partir da cana-de-agUcar: o
etanol. Hoje € um exemplo (no mundo) da introducéo de energia renovavel com uma
grande escala de producéo.

Na busca por um biocombustivel que venha substituir o petrdleo (uma fonte
de combustivel fossil, ndo renovavel, extremamente poluente e com precos
elevados), juntamente com as preocupacbes da sociedade com a preservacao
ambiental, sdo os principais motivos de uma enorme gama de estudos nesta area de
pesquisa que vem, crescentemente, experimentando uma nova fase de
desenvolvimento, motivado principalmente pelo despertar de uma maior consciéncia
ecoldégica e ambiental em nossas atividades industriais e esta sendo estabelecidos
em varios paises, visando a identificacdo de fontes renovaveis e tecnologias com
alternativas que permitam uma relativa autonomia energética. (RAMOS et al., 2003).

Com o aumento da producdo de etanol como uma fonte de energia
sustentavel, irdo diminuir o impacto do aumento do preco do petréleo, preocupacdes
ambientais como poluicdo do ar e gases do efeito estufa, e proporcionara
oportunidades para as comunidades rurais. (LEITE; CORTEZ, 2008).

Até a década de 70, o etanol no Brasil era somente um subproduto das
industrias canavieiras. Com a crise do petroleo em 1973 o preco do barril triplicou
em apenas trés meses, obrigando o mundo a buscar alternativas energéticas
sustentaveis. Entdo, em 1975 o Brasil lanca o Proalcool (Programa Nacional do
Alcool), que estimulava os empresarios do setor proporcionando-os empréstimos a
juros baixos e um bom preco de venda do produto. O Prodlcool, extinto na década
de 90, foi um dos mais importantes projetos do planeta para a producéo de
biocombustiveis, principalmente de etanol e biodiesel. (MARQUES; MARQUES;
TASSO JUNIOR, 2001).
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Macedo (2007) Comenta que nos ultimos anos, a evolucdo do mercado
brasileiro de etanol vem apresentando descompasso entre 0s crescimentos de
demanda potencial e de oferta. Com o forte crescimento da demanda potencial
referente & expanséo da frota de veiculos flex e a auséncia de investimentos do
setor sucroenergético em capacidade produtiva agricola de cana-de-acgucar
(expansdo de area de plantio da cana-de-acucar) esta situacdo agravar-se-a.
(CARVALHO, 20086).

O interesse de intensificar a produgcéo do etanol, junto com a biotecnologia,
proporciona viabilizar o processo de producdo do etanol a partir dos residuos
agroindustriais como as matérias lignocelulésicas (bagaco e palha de cana-de-
acucar). A producéao do etanol a partir da biomassa coloca o Brasil em destaque, por
possuir uma disponibilidade dessas matérias primas renovaveis com sua atividade
atual (sobra de bagaco e palha de cana). (BON; FERRARA; CORVO, 2008).

O etanol pode também ser produzido por via biolégica (convencional),
sinteticamente a partir do etanol sintético ou ainda a partir da utilizacado da biomassa
lignocelulésicas proveniente de residuos naturais como bagaco, palha de cana-de-
acucar, sabugo ou palha do milho, entre outras sobras. (FERREIRA, 2012). Para
obtencao do etanol a partir da biomassa, utilizam-se os processos fisico, quimicos e
biolégicos por meio do emprego de enzimas, catalisadores (acido/base) e processos
fisicos (temperatura e pressdo) que ajudam na quebra das moléculas
lignocelulésicas e na producdo de acucares para processo biolégico (fermentacao).
(SILVA, 2009). A utlizacdo da biotecnologia para a producdo do etanol é
indiscutivelmente considerado um avanco na cadeia produtiva do combustivel.
(BASTOS, 2007).

Atualmente, pesquisas em laboratério e plantas piloto estdo voltadas para
utilizacdo destes subprodutos, o bagaco da cana-de-acucar (gerado em grande
guantidade pela agroindustria brasileira) como alternativa econémica para producao
de biocombustivel em um processo que envolve varias etapas, tais como, pré-
tratamento, hidrolise e fermentacao alcodlica. (SEABRA, 2008). Um dos desafios da
producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica consiste em determinar o
melhor processo para obtencdo dos monossacarideos. O processo de hidrolise
escolhido deve ser economicamente viavel, em termos de custo global, rendimento
glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado. De acordo com Zheng (2009) a

tecnologia de conversdo de bhiomassa lignocelulésica em acgucares fermentaveis
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para a producgéo de etanol vem sendo considerada como uma alternativa promissora
para atender a demanda mundial por combustiveis. Apesar de ja existirem
tecnologias disponiveis para o processamento da celulose, a maioria esbarra em

dificuldades técnicas ou econdmicas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi analisar as etapas do processo para
producdo de etanol de segunda geracdo a partir do bagaco da cana-de-acucar,
desde a coleta do bagaco até a fermentacao alcodlica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a composi¢cao quimica do bagaco de cana-de-acucar in
natura;

o Acompanhar o pré-tratamento por explosdo a vapor do bagaco de
cana-de-acUcar na auséncia de catalisadores.

o Analisar as modifica¢cdes fisico-quimicas causadas pelo pré-tratamento
nas estruturas lignocelulésicas e que proporcionaram aumento na acessibilidade
guimica da celulose.

o Caracterizar a composicao quimica das fragcdes soluvel e insoluvel
derivadas do pré-tratamento por exploséo a vapor do bagaco de cana-de-acucar;

o Acompanhar a hidrélise enzimatica dos substratos pré-tratados por
exploséo a vapor, empregando complexos celulasicos comerciais;

o Realizar fermentacdes dos hidrolisados enzimaticos pela levedura do

processo fermentativo da USM, para analisar a fermentabilidade dos mesmos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUCAO DE ETANOL NO BRASIL

Na producado do etanol com o processo tradicional no Brasil a matéria prima
mais utilizada e a cana-de-acgucar. (UNICA, 2012). O interesse pela utilizacdo e
transformacdo do caldo de cana-de-aclucar em 4&lcool, para movimentacdo de
veiculos, comecou no inicio da década de 1920, onde foram feitas as primeiras
tentativas de usar o alcool como combustivel. Em 1925, surgiu a primeira
experiéncia brasileira com etanol combustivel. (MARCOCCIA, 2007). Em 1927, a
Usina Serro Grande de Alagoas lancou no Nordeste o alcool-motor. Em 1933, o
governo de Getdlio Vargas criou o Instituto do Actcar e do Alcool (IAA) e, pela Lei n°
737, tornou obrigatdria a mistura de etanol na gasolina. Entre as décadas de 1950 e
1970, esse combustivel perde importancia no mercado nacional gracas a
disponibilidade e ao baixo preco do petroleo e seus derivados. (SHIKIDA, 2010). S6
a partir de 1973 essa situacdo se altera, com a mudanca do cenario internacional,
promovido pelo primeiro choque do petréleo, exigindo politicas alternativas e
substitutivas de energia. (LEITE; CORTEZ, 2008). Em 14 de novembro de 1975, o
presidente Ernesto Geisel, diante da crise energética decorrente da alta do petrdleo,
busca alternativas e, pelo decreto n° 76.593, cria o Programa Nacional do Alcool ou
Proéalcool. (MACEDO, 2007). Seu objetivo era estimular a producdo do alcool,
visando o atendimento das necessidades do mercado interno e externo e da politica
de combustiveis automotivos. Devido a iniciativa, houve entdo a expansao da oferta
de matérias-primas, com especial énfase no aumento da producdo agricola,
modernizacdo e ampliacdo das destilarias existentes e da instalacdo de novas
unidades produtoras, anexas a usinas ou autbhomas, e de unidades
armazenadoras. (OLIVEIRA et al.,, 2012). Neste programa, a cana-de-acucar
(Saccharum officinarum) foi consolidada como a matéria-prima ideal para producéo
de etanol e, como consequéncia, estudos nos ambitos tecnoldgicos e agricolas
foram intensificados, levando o Brasil a uma posicdo favoravel em termos de
seguridade energética. (SHIKIDA, 2010). De acordo com o Ministério de Minas e
Energia, o Brasil devera atingir o consumo de cerca de 65 bilhdes de litros de etanol
em 2020, o que representa acréscimo de 10,5 % ao ano. (UNICA, 2012). Para

chegar aos 65 bilhdes de litros, é fundamental que o setor sucroenergético siga
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investindo na renovacgéo de canaviais, na ampliacdo da producao, seja por meio de
novas usinas ou elevando a capacidade instalada das unidades ja existentes e, em
especial, em inovacao tecnolégica. (UNICA, 2012). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento. (CONAB, 2013), a quantidade total de cana moida na
safra 2011/2012 foi cerca de 571.471 milhGes de toneladas. Para a producao de
etanol, foram esmagadas cerca de 287,6 milhGes de toneladas, que produziu
22.857,6 bilhdes de litros.

O etanol é um dos mais importantes combustiveis renovaveis e seu uso em
grande escala contribui diretamente para a reducdo do impacto ambiental do uso
indiscriminado de combustiveis fosseis. (ARAUJO, 2008). Atualmente, o etanol é
obtido da fermentac&o alcodlica dos carboidratos presentes, no caldo de cana-de-
acucar ou em hidrolisados enzimaticos de material rico em amido, como milho e
trigo. Para se produzir o etanol a partir da cana-de-agucar, é essencial um trabalho
conjunto entre a lavoura e a industria, de forma bem planejada nas etapas de corte,
escolha de variedades adequadas, com maiores teores de acucares e O
processamento quase imediato para evitar deterioracdo e perdas de acucar.
(SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010). A sacarose € produzida e armazenada pela
propria planta, cabendo a industria realizar sua extracéo e purificacdo e, no caso do
alcool, sua transformacéao. (AMORIM, 2005). O etanol esta em expansao por ser um
combustivel ainda barato, renovavel e cujo emprego como alternativa para a matriz
energética mundial estda em fase de crescimento. A tendéncia do aumento da
producédo de etanol no Brasil ocorre por varios fatores, como o aumento da frota de
carros bicombustiveis (demanda interna), Protocolo de Kyoto (demanda externa) e
aumento do preco do petroleo. (OLIVEIRA, 2010).

O Brasil se encontra em vantagem na producdo de etanol, devido a
decorrentes e importantes avancos tecnoldgicos pelos quais passou a cultura da
cana ao longo de sua histéria recente, que envolveram melhoramento genético,
mecanizacao agricola, gerenciamento, controle biolégico de pragas, reciclagem de
efluentes e praticas agricolas. (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010). Nesse
processo, foi fundamental o arranjo institucional estruturado para pesquisas em
cana-de-acUcar, que permitiu suprir variedades mais produtivas e resistentes,
desenvolvidas gracas a programas de melhoramentos genéticos de centros de
tecnologias como: CTC, RIDESA, Canavialis entre outras. Os avangos nas

mecanizacoes (colheita e plantio) foram lentos, mas hoje um importante aliado, em
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decorréncia da extingdo das queimadas nos canaviais imposta pela legislacao
ambiental, que possibilitou a reducéo de custos e ganhos de qualidade. (BASTOS,
2007).

O processo de producgéo do etanol da cana propriamente dito compreende as
secdes de recepcdo, preparo e moagem, tratamento do caldo, fabricacdo do acucar
e destilaria de &lcool, além das utilidades, disposicdo de efluentes e estocagem de
produtos. A producdo do etanol por via fermentativa é dividida em trés fases: o
preparo do substrato e do indculo, a fermentacao e a destilacao.

O preparo do substrato é o tratamento da matéria-prima (mosto), da qual
serdo extraidos os acuUcares fermentesciveis que resultardo no produto final, o
etanol. O preparo do in6culo consiste em fornecer a levedura as condicdes ideais
para que o processo fermentativo ocorra com uma boa eficiéncia.

A fermentacdo € comum a todos o0s substratos, portanto, apdés serem
fermentados, sdo chamados de vinho levedurado, sendo uma mistura de
substancias liquidas, sdélidas e gasosas de constituicdo variavel. Na destilacdo do
vinho, recupera-se o etanol dos demais componentes. (LIMA; BASSO; AMORIM,
2001).

O processo de fermentacdo pode ser conduzido de trés maneiras distintas,
sdo elas: descontinuo, descontinuo alimentado e continuo. Os dois tipos mais
utilizados no Brasil sdo o descontinuo alimentado e o continuo. (DORTA, 2006).

De acordo com Amorim (2005), no processo descontinuo, também conhecido
como batelada (Figura 1), cada dorna (reator da fermentac&do) recebe o indculo
previamente tratado contendo uma suspensdo de células ativas, e o mosto,
formando uma mistura que permanece no fermentador até o final do processo. A
separacdo da levedura do vinho pode ser feita por centrifugacdo ou decantacéo,
podendo ser tratada para posteriormente voltar a ser utilizada em um novo ciclo
fermentativo.

A conducdo do processo descontinuo alimentado ou batelada alimentada
(Figura 2) permite maior controle do efeito inibitério do acucar durante a fase inicial
da fermentacdo, em que a alimentacdo pode ser controlada, aumentando
gradualmente durante um periodo de 4h, o que resulta maior eficiéncia na producéo
do etanol num mesmo intervalo de tempo quando comparado com O processo
descontinuo. (DORTA, 2006). O processo descontinuo alimentado apresenta

vantagens quanto ao controle de bactérias contaminantes.
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Figura 1 - Fluxograma da fermentacao descontinua e descontinua alimentada.
Fonte: Vitoretti (2012, p.14).

No processo continuo (Figura 2), o substrato e o inéculo sdo adicionados e
retirados de forma continua nas dornas de fermentac&o. E considerado um método
mais vantajoso, pois inclui otimizacdo das condi¢cdes de processo conseguindo
maior produtividade, maior capacidade volumétrica continua, reducdo de custo em
instalacdes e equipamentos. (DORTA, 2006). A maior desvantagem é a de que
fermentacBes continuas estdo mais expostas a contaminacdes bacterianas, e

exigem um profissional especializado.
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Figura 2 - Fluxograma da fermentacéo continua.
Fonte: Vitoretti (2012 p.15).

A obtencdo de etanol por via fermentativa pareca um processo simples, sao
necessarios alguns pré-requisitos essenciais. Talvez o principal seja o uso de um
micro-organismo com uma taxa de crescimento rapido, que mantenha uma
uniformidade biologica durante o reciclo e que sintetize o produto de interesse com
eficiéncia. (AMORIM, 2005).

A recuperacdo do etanol contido no vinho produzido na fermentacdo é

recuperado por colunas de destilacdo por diferenca de ponto de ebuli¢éo.
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3.1.1 Histéria da cana

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-aglcar, seguido da india,
China, Tailandia e Paquistdo. No Brasil, a cana-de-a¢Ucar utilizada, principalmente
na producdo de alcool (anidro e hidratado) e acgucar, € uma das culturas agricolas
mais importantes em paises tropicais, gerando diversos recursos e empregos
diretos, e contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento com melhores fontes
de renda. O interior paulista, principal produtor mundial de cana-de-aglcar, € uma
das regibes mais desenvolvidas do Brasil, possuindo elevados indices de
desenvolvimento urbano e renda per capita muito acima da média nacional. (UNICA,
2012).

De acordo com Marques; Marques, T.; Tasso Junior, (2001, p. 1) a provavel
origem da cana-de-acucar é o norte da India:

[...] H& referencias sobre a producdo de aclcar na Pérsia por volta de 500
D.C., da Pérsia, foi levado para a costa ocidental através do mar
mediterrdneo e dai para a Espanha, por volta do século VIII. No século XI e
Xll, através das Cruzadas, espalhou por toda Europa, Africa, China, e
alcancando a llha madeira. Na América foi introduzida por Colombo em Séo
Domingo, em 1494. No Brasil, o plantio iniciou-se em Sao Vicente, em 1522,
trazida por Martim Afonso de Souza. O primeiro engenho foi chamado S&o
Jorge dos Erasmos. Dois anos depois, dava-se a instalacdo em
Pernambuco. No século XVII, a indUstria teve uma expansao com a ajuda
dos holandeses, aumentando a produ¢éo de aglcar na época.

Nos séculos XIX e XX, a agroindustria canavieira passou por periodo de altos

e baixos, com a concorréncia de outra culturas.

3.1.2 Caracteristica fisioldgica

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) possui aparato fotossintético Cy,
com alta eficiéncia na conversdo de energia radiante em energia quimica. O
processo de fotossintese refere-se a uma série de reacdes, as quais envolvem
absorcdo da luz, conversdo de energia, transferéncia de elétrons e multiplos
processos, dos quais participam enzimas para a conversdo de CO, e agua em
acucares. (LEHNINGER, 2000).

O processo de fotossintese pode ser representado pela equagéo simplificada

de reducéo.



21

12H,0 + CO, el CgH1,06+ 6H,0 + 60, (eq. 1)

A cana consegue fixar cerca de 100 mg de CO, por dm? de area foliar por
hora, essa alta taxa de conversao fotossintética promove uma acumulo de biomassa
em seu longo periodo vegetativo. (SANTOS, 2010).

A constituicdo quimica da cana depende de diversos fatores entre eles: o tipo
de solo, clima, adubacéo, as técnicas de colheita e 0 manuseio empregado.
(RODRIGUES; CAMARGO, 2008).

Nao agucares 1-2,5%

Sdlidos Soluveis 18-25% Fibra 10 — 16%
/ Celulose
Pentosanas
Aglcares 15,5 -24% Liguina

Sacarose 14,5 -24%

Frutose 0,0-0,5%

Glicose 0,2 -1,0%

Caldo 84 —90%

Figura 3 - Composi¢éo da cana-de-agucar.
Fonte: Usina Sdo Fernando (2013).
3.1.3 Materiais lignocelulésicos da cana-de-acucar como alternativa para

producao de etanol

O crescente desenvolvimento alcancado pela agroindustria canavieira,
principalmente na producdo de etanol combustivel, tem gerado um atraente
incentivo no aproveitamento do bagaco produzido, devido a insercdo de novas e
mais avancadas tecnologias agricolas e industriais, e na recuperacao integral ou
parcial da palha e bagaco de cana-de-acucar, proporcionado desta forma, incentivos
no desenvolvimento e producdo de bioetanol a partir de fontes alternativas como
residuos agricolas. (BASTOS, 2008). A necessidade de um aumento significativo na

producdo de etanol, sem aumentar a exploragdo das terras cultivaveis, leva a
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constatacdo de um novo padréo de producédo de energia a partir da biomassa, em
especial de residuos lignocelulésicos. (BENEDETTI; CHAVES; MAGALHAES, 2009).

Segundo Macedo (2007) Devido ao grande aumento na producdo do etanol
nos ultimos anos, resta pouca perspectiva da mesma continuar crescendo no
mesmo ritmo. Uma das alternativas das induUstrias para continuar aumentando a
producdo deste combustivel é utilizar os subprodutos formados como fonte de
energia. (SANTOS et al., 2012). Dentre estes subprodutos o bagaco de cana-de-
acucar certamente ocupa uma posicdo de grande destaque nas atividades agricolas
brasileiras. A producdo anual de bagaco atinge enormes cifras, levando ao
reconhecimento que este bagaco também pode ser utilizado na producdo de
combustivel. (BASTOS, 2008). O bagaco abastece as caldeiras das usinas na
geracao direta de energia por combustao ou gaseificacdo. Muito se tem investido em
tecnologias para o aproveitamento total da cana-de-agucar. A utilizacdo deste
bagaco excedente poderia suprir o0 abastecimento da usina sucroalcooleira,
proporcionando vantagens socioambientais e elevacéo do rendimento econdémico do
processo. (GAMES et al., 2006).

3.1.4 Caracteristicas estruturais da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fonte de carboidratos naturais do
mundo. (SARKO, 1997). A dificuldade de converter a biomassa lignoceluldosica em
insumos quimicos é atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfologicas. Esses
materiais lignoceluldsicos sdo constituidos principalmente de polimeros de celulose
(CsH100s5)n, envolvidas em uma matriz amorfa de hemicelulose (CsH10O4)m, lignina
[CoH1003.(OCHs3)o,0.1, 7] € também sdo encontrados outros polissacarideos na parede
celular vegetal, dentre eles a pectina, que faz parte de um grupo de substancias
denominadas substancias pécticas, as quais incluem o acido péctico, o &cido
pectinico e protopectina. (ARIN; DEMIRBAS, 2004). Essa matriz amorfa age como
uma barreira natural ao atague de micro-organismos e/ou enzimas e torna esses
materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos. A composicdo quimica da
biomassa lignoceluldsica, geralmente contém 35-50% de celulose, seguido de 20-
35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e
extrativos. (ZHANG; LYND, 2004). Esta composi¢cdo quimica varia em fungéo do tipo

de biomassa, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composi¢ao quimica de biomassas Lignocelulésicas.

Biomassa

Lignocelosica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de Cana 40 - 44 30-32 22 -25
Bagaco de Cana 32-48 19-24 23-32
Madeira Dura 43 - 47 25-35 16 - 24
Madeira Mole 40 - 44 25-29 25-31
Talo de Milho 35 25 35
Espiga de Milho 45 35 15
Algodéao 95 2 0,3
Palha de Trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de Arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de Milho 38-40 28 7-21
Fibra de Coco 36 - 43 0,15- 0,25 41 - 45
Fibra de Bananeira 60 - 65 6-8 5-10
Palha de Cevada 31-45 27 - 38 14 - 19

Fonte: Santos (2012 p. 21).

Segundo Bon; Ferrara; Corvo, (2008) a celulose € o polimero natural de maior
ocorréncia no mundo. A sua estrutura pode ser classificada em trés niveis
organizacionais. O primeiro ¢é definido pela sequéncia de residuos [-D-
glicopiranosidicos unidos por ligacbes covalentes, formando o homopolimero de
anidro glicose com ligagdes B-D (1—4) glicosidicas, de formula geral (CeH1005)n. O
segundo nivel descreve a conformacao molecular, isto €, a organizacao espacial das
unidades repetitivas, e € caracterizado pelas distancias das ligacdes e respectivos
angulos e pelas ligacdes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a
associacdo das moléculas formando agregados com uma determinada estrutura
cristalina. Estes agregados conferem elevada resisténcia a tensdo, tornando a
celulose insolavel em 4gua e em um grande numero de outros solventes.

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos, estruturalmente mais
semelhantes a celulose do que a lignina. Sua estrutura apresenta ramificacées que
interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e flexibilidade ao agregado.
(ZHANG; PAN; ZHANG, 2009). Comparadas com a celulose, as hemiceluloses
apresentam maior susceptibilidade a hidrélise acida, pois oferecem uma maior
acessibilidade aos acidos minerais comumente utilizados como catalisadores. Esta
reatividade é usualmente atribuida ao carater amorfo destes polissacarideos. A

lignina, depois da celulose, é a macromolécula mais abundante dentre as biomassas
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lignocelulésicas. A estrutura da lignina ndo € homogénea, possui regides amorfas
e estruturas globulares. A composi¢cao e a organizagao dos constituintes da lignina
variam de uma espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose.
No processo de hidrolise enzimatica dos materiais lignoceluldsicos, a lignina atua
como uma barreira fisica para as enzimas que podem ser irreversivelmente
capturadas pela lignina e, consequentemente, influenciar na quantidade de enzima
requerida para a hidrélise, assim como dificultar a recuperacdo da enzima apés a
hidrélise. (SILVA, 2009).

Devido a intima associagao recalcitrante existente entre os trés componentes
poliméricos da biomassa, a liberacdo dos polissacarideos como fonte de acucares
fermentesciveis para producéo de etanol esta entre as mais importantes e urgentes

prioridades nas areas de pesquisa e desenvolvimento do etanol celuldsico.
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Figura 4 - Esquema da estrutura lignocelul6sica
Fonte: Camargo (2012, p. 6).
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3.1.5 Celulose

A celulose (CgH100s)n, principal componente da parede celular da fibra
vegetal, € um polimero de cadeia longa composto de um s6 mondmero (glicose) e
por isso classificado como homopolissacarideo. E a matéria organica mais
abundante sobre a terra, consistindo aproximadamente em 50% de toda a biomassa
e uma producdo anual de cerca de 100 bilhdes de toneladas (BENEDETTI;
CHAVES; MAGALHAES, 2009).

A celulose € um homopolissacarideo linear que consiste em unidades de
glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) cujo tamanho é determinado
pelo grau de polimerizagdo. As cadeias de celulose formam as fibrilas elementares,
uma estrutura altamente ordenada que se associam formando as fibras celulose,
caracterizadas por duas regifes distintas, a cristalina, de configuragdo mais
ordenada formada por cadeias de celulose unidas por ligacées de hidrogénio e forca
de Van der Waal's, e a amorfa, menos ordenada e mais susceptivel a hidrdlise
(BON; FERRARA; CORVO, 2008).

As longas cadeias de glicose, combinadas a formar microfibrilas com diametro
entre 4-10 nm em eletromicrofibrilas tornam a celulose resistente. O conjunto de
microfibrilas, aos quais sdo organizadas em lamelas para formar a estrutura fibrosa
das varias camadas da parede celular vegetal. As microfibrilas de celulose sé&o
revestidas com hemicelulose e embebidas em lignina, formando os materiais
lignocelulésicos (RABELO, 2010).

OH OH OH oH
OH OH OoH OH
HO 0 HO o HO o HO o
OH © OH © OH 0 OH ©
oH oH OH oH
— > n
T

celobiose

Figura 5 - Esquema da estrutura linear da celulose
Fonte: Santos (2012 p. 22)
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3.1.6 Hemicelulose

As hemiceluloses séo polissacarideos formados por diferentes unidades de
acucares pertencentes aos grupos das pentoses, hexoses, acidos hexourdnicos e
desoxiexoses. A hemicelulose possui cadeias ramificadas de agucares, como
principal elemento a xilose é um heteropolissarideo formado por pentoses (xilose,
ramnose e pentose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos urdnicos
(acidos-4-O-metil-glucurdonico e galacturbnico). A xilose constitui o0 maior
componente da hemicelulose, fazendo parte de um complexo de carboidratos
poliméricos incluindo xilana (principal componente da hemicelulose, cuja estrutura
corresponde a um polimero de D-xilose unidas por ligagdes B-1,4). (BALAT et al.,
2008).

Estes polissacarideos consistem, principalmente, de cadeias poliméricas
ramificadas com grau de polimerizacéo de 100 a 200 unidades de agucares, entre 0s
guais incluem, como principais componentes: glicose, galactose, manose, xilose,
arabinose e acido glucurénico, que podem ser lineares ou ramificados, além de
serem amorfos e possuirem massa molecular relativamente baixa. (ZHENG; PAN;
ZHANG, 2009).

As hemiceluloses encontram-se intercaladas as microfibrilas de celulose,
promovendo a elasticidade e impedindo que elas se toquem. (RAMOS, 2003). Estas
macromoléculas sdo soluveis em agua e facilmente solubilizados em solucéo
alcalinas. Apresentam-se divididas em xilanas, mananas, galactanas e
galacturonanas e suas unidades monoméricas sédo unidas por ligacdes do tipo 1,3;
1,4 e 1,6. Destas moléculas, as presentes em maiores proporcdes sdo as xilanas,
que consistem em moléculas de xilose unidas por ligagao B-1,4. (BANERJEE et al.,
2002).

Diferentemente da celulose, as hemiceluloses sdo constituidas por varios
tipos de unidades de acucares. Estas macromoléculas sao ramificadas e
apresentam cadeias curtas, além de serem solUveis em alcalis fortes e sao
fundamentalmente amorfas, sendo mais suscetiveis a pré-tratamentos quimicos.
(ROCHA; SILVA, 2006).
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3.1.7 Lignina

A lignina, depois da celulose e das hemiceluloses, o polimero mais
abundante na natureza e estd presente na parede celular como um material
polifendlico amorfo com estrutura tridimensional baseada em trés precursores
monomeéricos: os alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarilico. (DENCE; LIN, 1992).

A lignina, um dos principais componentes presente no bagaco de cana-de-
acucar € um polimero derivado de grupos fenilpropandides, repetidos de forma
irregular, que tém sua origem na polimerizacédo desidrogenada do alcool coniferilico.
Os polimeros fenilpropandides que constituem a lignina sdo altamente condensados
e muito resistentes a degradacgéo. (OLIVEIRA, 2010).

A lignina é o mais importante componente ndo-carboidratado da biomassa
lignocelulésica. Ela é depositada na rede de carboidratos da parede celular
secundaria das plantas, durante o seu crescimento. As ligninas sao formadas a partir
de trés precursores basicos, que sdo os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico.
Este heteropolimero amorfo € constituido de unidades de fenilpropano (acido
coniferilico ou ferrulico, acido sinapilico e acido pcumarilico) conectadas por
diferentes ligacdes. (SILVA, 2009).

A lignina ocorre na parede celular de plantas superiores em diferentes
composic¢des: madeiras duras de 25 a 35%, madeiras macias de 18 a 25% e
gramineas de 10 a 30% sendo neste ultimo caso responsavel, em parte, pela
resisténcia mecéanica do bagaco, bem como no suporte para dispersdo dos

metabolicos exercidos pelas células. (BASTOS, 2007).



CHOD
CH
‘u
HC0 | OCH,
c0 CH-OH o
N (. 0H "H- | CH.OH
H"Q‘F‘ oh
CHOH H

Co OCH:
M gy O @ (HoH  CHOH O 0
OCH; H——CH HGCH:—FI{—(}'
H

0—
/[S/ H OO0
HC0 B0 OCH,

CH +0 A

Figura 6 - Estrutura simplificada da lignina
Fonte: Santos et al. (2012 p. 1006).
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A sacarificacdo dos lignocelulésicos dos residuos agricolas sempre foi

considerado um caminho promissor para a producdo de combustiveis e produtos

guimicos a partir de fontes renovaveis.

Para produzir etanol da matéria lignocelulésica é necessario disponibilizar os

aclcares da matéria, que se encontram em forma de polimeros agrupados formando
a estrutura do vegetal. (BON; FERRARA; CORVO, 2008). Para isso se utilizam

diversos processos, pois 0 bagaco é fortemente recalcitrante, devido a forte ligacao

existente entre a celulose hemicelulose e lignina. (ROCHA et. al., 2006). A producéo

de etanol celulGsico é realizada em quatro etapas sequenciais: 0 pré-tratamento da

by

biomassa, que visa aumentar a acessibilidade dos carboidratos a conversao; a

hidrélise enzimatica, que converte os carboidratos em acucares fermentesciveis; a

fermentacdo, que é responsavel pela producdo de etanol; e, finalmente, a
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recuperacdo do etanol por destilacdo. (PITARELO, 2013). Os processos de pré-
tratamento de materiais lignocelulésico podem ser térmicos, quimicos, fisicos,
biolégicos ou uma combinacdo de todos esses, o que dependerd do grau de
separacdo requerido e do fim proposto. As demais etapas de fermentacdo e
destilacdo seguem 0s mesmos processos da producdo de etanol convencional.
(FERREIRA, 2012).

3.2.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento €é essencial para a bioconversdo das materiais
lignoceluldsicas, que possui carater altamente recalcitrante, causando varias
barreiras fisicas e quimicas que inibem significativamente a sua susceptibilidade a
bioprocessos tais como a hidrolise e na fermentacdo. (ROCHA, 2006).

A matéria lignocelulésica da cana como outras fibras vegetais possuem
estruturas organizadas, de dificil desestruturacdo. Esta etapa de pré-tratamento é
necessaria antes da hidrélise enzimatica para tornar a celulose mais acessivel ao
ataque das enzimas. (WANDERLEY, 2012). A Figura 7 apresenta um esquema de

pré-tratamento de material lignoceluldsico.

~Lignina

Pré-tratamento

\Hemiceluluse

Figura 7 - esquema do pré-tratamento da matéria lignoceluldsica
Fonte: Wanderley (2006 p. 9).
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3.2.2 Pré-tratamento explosao a vapor

O processo de explosdo a vapor atua tanto quimica como fisicamente na
estrutura do material lignocelulésico por estar baseado no contato direto da
biomassa com vapor saturado a alta pressdao por um determinado tempo de
exposicdo no reator, seguido de descompressdo rapida a condicdo atmosférica
(explosdo). Ao longo deste processo, as ligacbes que asseguram a coesdo da
biomassa sao fragilizadas e em parte quebradas, de forma que, no momento da
descompresséo, o material é desfibrado com facilidade e assim reduzido a particulas
menores, aumentando a area superficial de contato e diminuindo a resisténcia da
parede celular a sacarificagdo. (PITARELO, 2013).

Durante o processo de pré-tratamento por explosdo a vapor, todos o0s
componentes da biomassa sofrem hidrolise, mas as hemiceluloses sdo as mais
susceptiveis a este tipo de reacdo. Sob a acdo da temperatura e da pressao do
vapor, 0s grupamentos acetila presentes nas hemiceluloses séo hidrolisados a acido
acético e o acido liberado no meio catalisa a quebra das ligagbes do complexo
lignina-carboidrato, provocando a solubilizacdo de grande parte das hemiceluloses,
gue passam a ser facilmente removidas por extracdo aquosa. A fracao insolivel em
agua contém celulose e lignina parcialmente modificada, sendo que a maior parte
desta lignina pode ser removida por extracao com alcali, etanol ou dioxano. (BALAT
et al., 2008).

As condicbes consideradas Otimas para pré-tratamento da biomassa com
vapor de alta pressado para um determinado vegetal sdo definidos como aqueles em
gue o melhor resultado nos processos de hidrélise e fermentacdo, e com menor
guantidade de acuUcares sollveis perderam a reacdes secundarias, tais como a
desidratacdo. (ROCHA et al., 2012). Portanto, a otimizacdo de resultados esta em
entre duas tendéncias opostas, pois a recuperacdo hemicelulose em hidrolisados
acido s6 pode ser maximizado com menores severidades pré-tratamento, enquanto
gue o desenvolvimento da acessibilidade substrato exige condicbes de preé-
tratamento mais drasticos em que as perdas de acuUcar sao inevitaveis. (RAMOS,
2003). Para ter em conta esta heterogeneidade, a importancia de alguns parametros
Sa0 essenciais para processos, tais como a temperatura de pré-tratamento, o tempo

de residéncia no reator de vapor, a utilizacdo de um catalisador &cido, a
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susceptibilidade da biomassa pré-tratada para a bioconversdo, e concepc¢ao do
processo. (PITARELO et al., 2012).

Esse processo pode ocorrer com ou sem a presenca de catalisadores
quimicos (&cido sulftrico, diéxido de enxofre, e ambnia). A operacdo se da a altas
temperaturas (160-260°C) e pressao, durante certo periodo de tempo (de alguns
segundos até varios minutos), seguindo-se de uma rapida reducao da presséo, o
gue permite que os materiais sofram uma explosdo por descompressdo. (ROCHA;
SILVA, 2006).

Quando ndo existe adicdo de catalisador, o pré-tratamento a vapor é
conduzido por auto-hidrolise e a clivagem das ligacdes glicosidicas € realizada
principalmente pelos catalisadores acidos da propria biomassa. Embora o acido
acético, considerado o principal catalisador em auto-hidrolises, liberado a partir de
acetilados da hemicelulose, outros acidos tais como os acidos formicos e levulinicos
também sao produzidos e podem efetuar um papel importante na eficiéncia do pré-
tratamento. (RAMOS, 2003). Para producéo de etanol de segunda geracao, se faz
necessario reducdo de custo para se tornar viavel em nivel de producéo industrial,
por este motivo ndo se adiciona nenhum catalisadores no pré-tratamento a vapor ou
se adicionar em pequenas quantidades.

O efeito do tratamento por explosdo a vapor sobre a organizacao estrutural da
celulose aumenta consideravelmente sua area superficial e, por conseguinte, sua
susceptibilidade a hidrdlise acida e/ou enzimatica. Por esta razdo, este método de
pré-tratamento tem sido o mais utilizado para a conversdo de biomassa
lignoceluldsica a etanol. (OHGREN et al., 2007). A Figura 8 representa os produtos

gerados no pré-tratamento por explosédo a vapor no material lignocelulésico.
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Figura 8 - Hidrdlise de 4-O-metil-glucuranoxilana e celulose. (1) Arabinose, (2) Xilose, (3)
Xilooligbmeros acetilados, (4) Xilooligbmeros de grande massa molecular, (5)
Oligossacarideos, (6) Glicose, (7) Celobiose, (8) Celooligbmeros, (9) Furfural, (10)
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Fonte: Pitarelo (2007 p. 13).
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3.3.3 Pré-tratamento acido

Esta técnica € efetiva na solubilizacdo do componente hemicelulésico da
biomassa, provocando desacetilacdo e despolimerizacdo da fracdo hemicelulésica.
Combinacdes entre concentracao de acido, temperatura e tempo de reacdo podem
gerar grandes quantidades de acguUcares provenientes da fracdo hemiceluldsica.
(BAUDEL, 2006). O processo consiste em aquecer uma solucdo de acido mineral
juntamente com a biomassa no reator em temperaturas que variam de 140 a 200°C,
onde cerca de 80-90% das hemiceluloses s&o recuperadas majoritariamente na
forma de monémeros e 30-50% de lignina é passivel de extracéo alcalina. (GAMEZ
et al., 2006).

Durante o pré-tratamento acido, os catalisadores liberam protons que clivam
as ligacbes heterociclicas de éter entre os mondmeros das cadeias
macromoleculares da hemicelulose e, no caso de acidos concentrados, da celulose.
(CASTRO, 2010). Apos clivagem da hemicelulose sdo liberadas diversas
substancias, sendo majoritaria a presenca de xilose, glicose e arabinose na maioria
dos materiais lignoceluldsicos. Entre os acidos utilizados para este tipo de pre-
tratamento, encontram-se: H,SO,4, HCI, HF, CH3COOH e HNOj3; (SUN; CHENG,
2002).

A utilizacdo de acido diluido no pré-tratamento permite uma elevada hidrolise,
com quase toda a hemicelulose solubilizada, porém seu custo é normalmente mais
elevado que outros processos como a explosdo a vapor (autohidrélise), pois é
necessaria de neutralizacdo do hidrolisado para adequacdo das etapas
subsequentes de hidrolise enzimatica e fermentacdo. (MARTIN et al., 2007). Ao
empregar elevadas concentracdes destes acidos, o processo demanda complexa
configuracbes de equipamentos, necessitando de elevado consumo de agua e
energia. (BAUDEL, 2006).
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3.3.4 Pré-tratamento alcalino

O tratamento alcalino, empregado apds o pré-tratamento &cido ou explosao a
vapor, e consiste na remocéo de lignina da biomassa, causando o desnovelamento
da estrutura lignoceluldsica, separando as ligacbes entre lignina e carboidratos,
reduzindo o grau de polimerizacdo, bem como de cristalinidade e aumentando a
porosidade das matérias-primas lignoceluldsicas. (SUN; CHENG, 2002). A remocéao
da lignina promove maior conversao das fibras de celulose durante a etapa de
hidrélise enzimética. (BALAT et al., 2008).

Os processos geralmente utilizam soda ou cal com condi¢cdes de operacdes
moderadas de temperatura e pressdo, com temperaturas de 50-65°C, mas os
tempos de pré-tratamento podem variar de dias ou semanas. (PITARELO, 2013). O
tratamento alcalino também pode ser realizado por agentes oxidantes como
peroxido de hidrogénio (H2O,) ou combinacdo de amodnia liquida com explosdo a
vapor que geralmente aumenta o rendimento de remocdo da lignina.
(CARVALHEIRO; DUARTE; GIRIO, 2008).

3.3.5 Inibidores

Devido as altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos quimicos, 0s
acucares originados se degradam, provocando a formacdo de compostos que
podem interferir, posteriormente, no processo de fermentacéo e hidrolise do material
lignocelulésico. Dentre os inibidores estédo: acido acético (formado pela hidrélise do
grupo acetil presente na fracdo hemiceluldsica), aldeidos, alcodis aromaticos, bem
como compostos fendlicos (formados principalmente pela degradacdo parcial da
lignina) e furaldeidos, como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural (HMF) (formados pela
degradacdo de pentoses e hexoses); estes que por sua vez podem dar origem a
outros produtos, como os acidos férmico e levulinico, respectivamente. (MARTIN;
KLINKE; THONSON, 2007).

De acordo com AMORIM (2005) o acido acético € o composto presente nos
hidrolisados que apresentou maior grau de inibicdo, seguido do furfural, o qual
apresentou efeito moderado. Adicionalmente, os acidos orgéanicos e os aldeidos
resultaram em maiores toxicidades ao microrganismo do que a presenca de
derivados da lignina e alcaloides. (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). O pré-tratamento
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deve ser eficiente em termos de rendimento e funcionalidade, com reducéao de
insumos quimicos e de energia, visando uma menor geracdo desses compostos
inibitérios. (BAUDEL, 2006).

O aumento da temperatura e/ou do tempo de exposi¢cdo do material no reator
favorece as reacdes de hidrolise da celulose e das hemiceluloses, provoca o inicio
das reacgOes de desidratacédo das pentoses e hexoses, com a formacao de furfural e
hidroximetilfurfural. (RAMOS, 2003). A Figura 9 mostra o mecanismo de formagéo de

furfural a partir xilose em meio acido.
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Figura 9 - Mecanismo de desidratacdo de pentoses em meio 4cido, formando furfural.
Fonte: Pitarelo (2013, p. 31).
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3.3.6 Hidrdélise enzimética

Para converter a celulose a glicose enzimaticamente utiliza-se catalisadores
denominados celulases, um grupo de complexo enzimético, cujas enzimas atuam
sinergicamente e estdo subdivididas em trés classes, as quais rompem as ligacdes
glicosidicas das microfibrilas de celulose, resultando na liberagdo de
oligossacarideos, celobiose e glicose. (BAUDEL, 2006).

Embora existam muitas bactérias celuloliticas, especialmente os anaerdbios
Clostridium thermocellum e Bacteroides cellulosolvens, que produzem celulases com
altas atividades especificas, estes microrganismos ndo produzem altas
concentracbes de enzima, pois possuem baixa taxa de crescimento em celulose.
(RABELO, 2010). Dessa forma, a maioria dos estudos sobre produgédo de celulase
comercial esta centralizada em fungos filamentosos, dentre os fungos que produzem
celulases estdo as espécies Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium e
principalmente os pertencentes aos géneros Trichoderma, Aspergillus, Penicillium e
Schizophyllum. (OGEDA; PETRI, 2010). De todos estes géneros, Trichoderma
reesei € o mais reportado na literatura, possuindo pelo menos cinco tipos de
endoglucanases.

As acdes dos sistemas celulasicos, sdo formadas por trés componentes
enzimaticos majoritarios, as endoglucanases, as celobiohidrolases (exoglucanases)
e as B-glucosidases. (MALHERBE; CLOETE, 2002). As endoglucanases atuam
randomicamente ao longo da molécula de celulose, gerando um decréscimo
significativo de seu grau de polimerizacdo criando extremidades livres na cadeia; as
celobiohidrolases, cuja acdo catalitica é capaz de hidrolisar preparacdes celuldsicas
microcristalinas, atuam nas regides terminais das moléculas de celulose,
promovendo a sua despolimerizacdo gradativa através da remocao de unidades de
celobiose terminais e finalmente, as B-glucosidases hidrolisam celobiose, produzindo
glucose, reduzindo a quantidade de inibidores e acucares ndo fermentesciveis na
fermentacdo. (RAMOS, 2003). Estas trés classes de enzimas, individualmente,
acarretam alteracdes bastante diferenciadas na estrutura supramolecular da
celulose, mas por apresentarem propriedades complementares, descrevem um alto
grau de sinergismo (ou agdo cooperativa) durante a hidrélise ou sacarificacdo da

celulose.
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Figura 10 - Representacdo esquematica simplificada do processo envolvidas na hidrélise

enzimética completa de uma das microfibrilas de celulose

Fonte: Pitarelo (2007 p. 30).

A Figura 10 ilustra o ataque da Endoglucanases nas regides amorfas dentro
da microestrutura cristalina, criando novos focos de ataque por Exoglucanases nas
regides desestruturadas, e entdo os dimeros de celobiose sdo clivados por [3-
glucosidases para produzir monbmeros de glicose, que pode agora ser
transportados através da membrana para participar na geracdo de relacdes
metabolicas no processo fermentativo. (MALHERBE; CLOETE, 2002).

O acumulo gradativo dos produtos finais da hidrélise enzimatica, como a
celobiose e a glicose, resulta na inibicdo da atividade das proprias enzimas do
complexo celulasico. Varios métodos tém sido desenvolvidos com o intuito de
contornar essa problematica, incluindo a utilizacdo de elevadas concentracfes
enzimaticas, a suplementacdo de B-glucosidases durante a hidrélise, bem como a
adocao da estratégia de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas. (SUN; CHENG,
2002).

Dentre os diversos fatores que podem afetar a hidrélise enzimatica estédo

incluidos: tamanho de particula, porosidade do material, presenca de fibras
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cristalinas na celulose, assim como presenca de lignina e de hemicelulose, as quais
dificultam o acesso da enzima a celulose, resultando na reducdo da eficiéncia do
processo de hidrélise. Neste contexto, a relagdo solido: liquido, a atividade das
celulases, as condi¢des de reacao (tempo, temperatura e pH), as quais normalmente
sdo amenas, bem como a composi¢do do meio especifico e o tempo de fermentagcao
também apresentam grande importancia no processo enzimatico. (SUN; CHENG,
2002).

A disponibilidade da glicose oriunda da celulose, em termos de custo global,
rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado apresenta-se como um
obstaculo no que tange a viabilizacdo econémica da producdo do bioetanol
proveniente de residuos lignocelulosicos. Desta forma, hidrolise enzimatica se
caracteriza como sendo a parte mais critica do processo, pois esta associada ao
rendimento e custo do processo. (BAUDEL, 2006).

Entretanto, a hidrolise enziméatica apresenta algumas vantagens em
comparacdo com a hidrdlise com acido mineral diluido, tais como maiores
rendimentos de glucose sem a geracdo de produtos de degradacao (furfural e
hidrometilfurfural), baixo custo operacional, condicbes suaves de reacao (45-50 °C e

pH 4,8) e ndo apresenta problemas de corrosao nos equipamentos.



39

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Bagaco de cana-de-acucar

Foram utilizado bagaco de cana-de-acucar, cedido ao centro de tecnologia
canavieira (CTC - Piracicaba), pela Usina Acucareira Sao Manoel (USM), localizada
na cidade de Sdo Manuel Sao Paulo. A coleta do bagaco foi feita em base umida
(logo ap6s a sua moagem para retirada do caldo, direto da bica da saida das
esteiras da moenda). O material ficou armazenado em sacos plasticos selados a

vacuo para evitar a proliferacdo de fungos devido a sua alta umidade (50%).

4.1.2 Enzimas

A preparacdo enzimatica empregada para a sacarificacdo dos substratos pré-
tratados foi a Cellic CTec 3® (celulases), fornecida pela Novozymes Latin América
(Novozymes, Araucaria, Brasil).

4.1.3 Microrganismo fermentativo

As leveduras utilizadas na fermentacdo dos substratos foram as
Saccharomyces cerevisiae, do processo fermentativo em producdo da Usina
Acucareira Sdo Manoel S/A.

4.1.4 Meios de cultura

Também foi utilizado melaco (mel final) proveniente da fabricacdo de acgucar

da USM, para aumentar a quantidade de ART no caldo hidrolisado na fermentacéo,

para uma maior quantidade de etanol no final do processo.
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4.2 METODOS

Primeiramente, o bagaco de cana in natura foi caracterizado conforme as
metodologias descritas abaixo e submetido ao pré-tratamento por explosédo a vapor.
Todos os substratos obtidos apds o pré-tratamento foram armazenados em sacos
plasticos, coletado amostras para quantificacdo de umidade e eficiéncia do pré-
tratamento. As partes que foram utilizadas no experimento foram lavadas com agua
e filtradas por prensas mecanicas, para separacao da fracao sélida fibrosa da fracéo
liquida soluvel.

A parte sélida foi submetida a uma etapa de hidrélise enzimética. Foram
coletadas amostras periodicamente para avaliar a converséo e eficiéncia hidrolitica.
Apo6s a hidrolise o caldo foi enriquecido com melago do processo da fabricacédo de
acucar da USM e fermentado com leveduras Saccharomyces cerevisiae também do
processo fermentativo da USM.

4.2.1 Pré-tratamento do bagaco por explosao a vapor

O pré-tratamento do bagaco de cana-de-acgucar foi realizado em um reator de
capacidade de 65 litros, do tipo vaso de pressdo automatico, com manémetro e
termdmetro para avaliar condicdes de operacado, valvulas automaticas e painel de
controle (FIGURA 11). A pressado é controlada na entrada principal do vapor, cuja
injecdo no reator € dividida em 3 (trés) vias, todas providas de valvulas de alta
pressdo, o que proporciona uma melhor distribuicdo do vapor e maior eficiéncia
térmica e, portanto, uma maior homogeneidade durante o pré-tratamento. O reator
estd acoplado a uma caldeira de alta pressdo, um compressor de ar e um ciclone,

gue é empregado para a descarga do material e escape de vapores.
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Figura 11 - Reator de exploséo a vapor
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram pesados 8 Kg de bagaco de base umida (com umidade em torno de
50%), abastecido o reator previamente aquecido. A valvula superior do reator foi
entdo fechada e as valvulas de admissao do vapor foram imediatamente abertas. A
partir deste momento, 0 aumento da temperatura foi acompanhado até que a
temperatura desejada fosse atingida em torno de 195°C. Somente entdo, a
contagem do tempo de pré-tratamento foi iniciada. Ao término do tempo de
exposicdo do material no reator, as valvulas de entrada de vapor foram fechadas e a
valvula de esfera (dispositivo mecanico utilizado para controlar o fluxo do material
para o coletor), foi imediatamente aberta através de um atuador pneuméatico para
promover a descompressdo do material (explosdo), o qual foi arrastado para o
interior de um ciclone provido de um coletor. Foram realizadas mais duas explosdes,
s6 com a injecdo de vapor, para garantir a recuperacao total do material, que foi
entdo transferido para sacos plasticos mantidos fechados durante o resfriamento

para evitar a perda de volateis. Com o material ja na temperatura ambiente, este foi
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homogeneizado e uma pequena parte (1 g) foi retirada para determinacéo de solidos
totais em balanca de infravermelho a 125°C até massa constante. Posteriormente o

bagaco foi lavado e prensado para separacao das partes sollvel da insoluvel.

Figura 12 - Bagago in natura (A); bagaco pré-tratado explosédo a vapor(B).
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2.2 Hidrolise enzimatica

ApOs o pré-tratamento do bagaco por exploséo a vapor, foi realizada a etapa
de hidrélise enzimatica, na qual a celulose pbde ser convertida a acucares
fermentaveis. Foi feito uma analise do teor de umidade do bagaco pré-tratado
(balanca infravermelho) para calcular a massa seca o resultado foi de 57% de
massa seca. Foram pesados 150g da celulignina pré-tratada e lavada com agua
destilada e submetida a hidrélise enziméatica com uso de enzima comercial Cellic
CTec 3 (Novozymes) adicionado 10 FPU/g-cel. ou 1,57 ml de enzima em relacdo ou
substrato seco (biomassa). O ensaio enzimatico foi realizado em uma concentracao
de 10% de solido em pH 4,8 (corrigido de hidroxido de aménio 2M) a 50°C e 150
rpm (rotagdes por min) por 48 h. A atividade enzimatica foi determinada em papel de
filtro, como recomendado por Ghose (1987) e expressa como FPU (Filter Paper

Units) por mililitro da mistura.
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A liberacdo de acUcares durante o processo hidrolitico foi monitorada por
analisado biologico (YSI) e cromatografia liquido de alta eficiéncia (CLAE) (figura),
nos tempos de 0, 2, 4, 20, 24, 29 e 48 h, usando um sistema CLAE Alliance e2695
provido de um amostrador automéatico, desgaseificador de fase movel, forno de
aquecimento de coluna e detectores U.V 2489 e LR 2414. As analises foram
realizada em coluna Aminex HPX-87H e pré-coluna, fase movel consistindo de
H2S04 0,005 mol.L-1, fluxo de 1,0 mL.min-1 e temperatura de 55°C.

Figura 13 - Analisador Biolégico YSI; cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE).
Fonte: Agroads (2013) e Waters (2013).

by

O componente monitorado foi a glicose liberada do processo enzimatico e
seus valores foram expressos em relacdo ao seu polissacarideo de origem
(celulose), através da multiplicacéo do calculo te6rico e o numero pratico analisou-se
o rendimento do processo. Os rendimentos de hidrdlise foram entdo calculados em
relacdo a quantidade de celulose presente no bagaco de cana pré-tratado. Apés o
tempo de hidrolise enzimatica, submeteu-se o resultante a uma filtracdo onde se
separou a parte solida da liquida, a fragao liquida foi direcionada para fermentagéo e

a parte solida foi pesada e analisada o teor de umidade.
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4.2.3 Fermentacao

No experimento de fermentagao foi utilizado o caldo hidrolisado proveniente
do processo de hidrélise do bagaco pré-tratado apos filtracdo, e melago proveniente
do processo de fabricacdo de acglucar da USM. Este melaco tem como objetivo
aumentar o ART do caldo hidrolisado resultando uma maior quantidade de etanol no
final da fermentacdo. Neste caso, ja que o caldo hidrolisado é uma solucao rica em
glicose e, assim, a quantidade de glicose adicionada no melaco devera ser
computada no calculo da concentragéo final do mosto (caldo hidrolisado + melaco).
Nota-se que a concentracdo de acucar inicial € a soma das frac6es de glicose,
sacarose e frutose medidas no CLAE.

Em geral, os ensaios de fermentacéo foram realizados em um Erlenmeyer de
1L, com volume de trabalho de 200 mL, volume de mosto (caldo hidrolisado + mel)
130 mL e volume de fermento 70 mL. O mosto, contendo o caldo hidrolisado +
melaco (concentracdo total de acucares de aproximadamente 150 g/L), previamente
preparado, € adicionado a suspensao de células, conforme descricdo anterior, e
submetido a agitacdo em mesa incubadora rotativa a 32°C e 120 rpm. ApGs preparo
do mosto, o pH deve ser ajustado em torno de 5,0 utilizando acido sulfurico (H,SOg)
em concentracao de 20 %v/v.

A evolucéo da fermentacéo foi medida no YSI pela concentracdo de acucares
ao longo do processo fermentativo (glicose + sacarose). A fermentacdo é
considerada concluida apds 8 horas de fermentacdo e quando pode-se observar que
a quantidade de acuUcares ja chegou ao final.

Finalizada a fermentacdo, o vinho fermentado é centrifugado por
aproximadamente 5 minutos a 3600 rpm. Uma amostra de vinho delevedurado é
coletada e estocada em freezer para determinacéo de carboidratos residuais, etanol,

glicerol e acido acético, mediante analises de cromatografia liquida (CLEA).
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4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinacdo da massa seca

Uma quantidade conhecida de material celulésico foi colocada em pesa filtro
previamente pesado. Este material foi colocado em estufa a 105°C por 2 h para a
eliminacdo da umidade. Logo apd6s, o material foi esfriado em dessecador sob
vacuo, pesado e a massa seca foi calculada em relacdo a massa do material
original. A massa seca também foi determinada utlizando uma balanca de

infravermelho a 125°C até peso constante.

4.3.2 Analise composicional do bagac¢o de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-agucar foi caracterizado, quanto aos teores de celulose,
hemicelulose e lignina, utilizando a metodologia similar aos procedimentos analiticos
laboratoriais do programa de biomassa do Laboratério Nacional de Energia
Renovavel dos Estados Unidos (NREL).

Esta metodologia é aplicavel aos bagacos de cana-de-agucar “in natura” e
pré-tratado (BPT). Em ambos os casos, a amostra é preparada de forma a obter um
material isento de solidos solaveis, com umidade e tamanho de particulas
adequados para a andlise. A quantidade de sélidos totais do material € determinada
para que os resultados sejam reportados com base na quantidade de biomassa
seca. Este procedimento utiliza hidrélise acida em duas etapas com a finalidade de
fracionar a biomassa em por¢cdes mais facilmente quantificaveis. A lignina é
fracionada em material solivel em acido e material insolivel em acido (Rocha et al.
1997). O material insoluvel em &cido inclui cinza e proteinas, as quais sao
contabilizadas por andlise gravimétrica. A lignina solavel em &acido pode ser
guantificada por espectroscopia na regido do UV visivel. Durante a hidrdlise, os
carboidratos poliméricos sao hidrolisados nas formas monoméricas, as quais Sao
soltveis no liquido de hidrélise. Estes sdo entdo mensurados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLEA).
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4.3.3 Determinacgéo de sdlidos totais

Em um cadinho previamente seco em estufa a 105°C por no minimo 4h,
pesaram-se 2,0 g da amostra (completamente homogeneizada), posteriormente foi
levado a estufa (105°C por 4h), esperou-se esfriar dentro de um desecador e
obteve-se o primeiro peso (Peso cadinho + amostra seca). O cadinho com a amostra
retornou para a estufa a 105°C e secou até obter peso constante. Peso constante é
definido como 0,1% de variagdo na percentagem de peso apés 1 h de
reaquecimento da amostra. Calculou-se a percentagem de sélidos totais através da

seguinte equacao:

\
~N éesocadmhmAm ostraseca j ()esocad'nho )\;( 100 (Eq. 2)

STG *
éesocadlnhmAmostraumlda wa Gesocadlnho A

A percentagem de umidade pode ser calculada da seguinte forma:

PesocadmhmAmostraseca /_ Pesocad'“hO/ =x100 (Eq. 3)

Ume€o =100-
PesocadmhmAm ostraumida _- Pesocadmho -

4.3.4 Determinacao de solidos solaveis (figura 14)

Adicionaram-se aproximadamente 200 g da biomassa umida dentro do cesto
da centrifuga (cesto da centrifuga vazio, seco e pesado), retiraram-se duas porcdes
em torno de 5 g para determinacdo de sdlidos totais e pesaram-se a quantidade
restante (Peso cesto + amostra inicial), aqueceu-se com resisténcia elétrica 2 L de
agua dentro de um béquer até 60°C, posicionou-se um béquer de 2 L, previamente
pesado (Peso béquer), no local adequado da centrifuga para recolher o liquido
centrifugado. Utilizando uma bomba peristéltica bombearam-se os 2000 g de agua
aquecida (Peso Agua), numa vazédo de 300 ml/min para dentro da centrifuga, na
direcdo da biomassa dentro do cesto. Apos bombear toda a 4gua esperou-se 30
segundos e desligou-se a centrifuga. Pesou-se o cesto da centrifuga com a

biomassa lavada (Peso cesto + amostra ap0s remoc¢éo dos SS) e retiram-se duas
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porcdes de 5 g para determinacdo de sélidos totais. Pesou-se 0 béquer contendo o
liquido centrifugado (Peso béquer + liquido recuperado). Em alguns casos pode ser
necessario separar uma amostra deste liquido para posterior analise. Retirou-se
toda a biomassa de dentro da centrifuga e acondicionou-se em saco plastico.
Calculou-se a porcentagem de sélidos soluveis (SS) através da seguinte
equacao:
(Eq. 4)

~

SS % _ PeSO Inicial X STlnlmal — ‘DeSO aposremor;aa:iosSS X STaposremogaajosSS W) 100
PeSO inicial X ST

inicial _-

Onde:
Pes0 amostra inicial = P€S0 cesto + amostra inicial — P€S0 cesto

Peso Amostra ap6s remogéo dos SS — Peso cesto + amostra apés remogé&o dos SS — Peso cesto

Calculou-se a perda de massa em percentagem durante o procedimento de
determinacdo de solidos soluveis (SS) através da equacéo seguinte, (perdas altas

podem anular o resultado de SS).
geq. 5)

Liquido recuperado_»

(DeSO inicial + PeSOAgua <DeSOapos remogaodos SS + PeSO ><100

PM ¢o =
- (Deso i + PESO,

Agua

4.3.5 Determinacao de carboidratos estruturais e lignina

Pesou-se 0,3000 g da amostra em frasco resistente as condicdes de
autoclave (Peso amostra seca ao ar). Neste mesmo momento pesaram-se duas
porcdes para determinacao de solidos totais (Figura 15), adicionou-se 3,00 mL (ou
4,92 g) de acido sulfarico 72% em cada frasco, utilizando bastdo de vidro para
misturar por um minuto ou até que a amostra estivesse completamente

homogeneizada, colocou-se o tubo em banho com 4gua a 40°C durante 60 minutos.
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Usou-se bastdo de vidro para mexer a amostra a cada cinco minutos sem retirar o
tubo do banho. A mistura é essencial para assegurar o contato entre o acido e as
particulas da amostra e garantir uma hidrdélise uniforme (Figura 16). Ap6s completar
60 minutos de hidrélise, removeu-se o frasco do banho. (Figura 17) Diluiu-se o &cido
até concentracdo de 4 % adicionando 84,00 g de agua deionizada, fechou-se a
tampa do frasco fortemente e verteu-se o0 tubo vigorosamente para eliminar
separacédo de fases entre as camadas de alta e baixa concentracao acida.

Prepararam-se os padrfes de aclUcares que seriam utilizados para corrigir as
perdas devido a degradacdo durante a hidrélise acida. A concentracdo dos padrbes
pode ser escolhida para ser o mais proximo possivel da concentracdo das amostras
de biomassa. No caso do bagaco podem ser utilizados como padrdes solugcbes de
10 g/L de glicose e 5 g/L de xilose e arabinose. Adicionou-se 0,348 mL de &cido
sulfurico 72% em 10 mL da solucéo padrao dentro do frasco.

Colocaram-se os tubos na autoclave fechados durante 1 h a 121°C. Apdés
completar o ciclo da autoclave, deixou-se resfriar lentamente ate temperatura
ambiente antes de abrir. (Figura 18). A solucédo hidrolisada na autoclave filtrou-se a
vacuo através do cadinho com meio poroso inicialmente pesado. Recolheu-se o
filltrado num frasco apropriado. Esta amostra foi utilizada para determinacdo de
lignina soltvel em meio acido como também para determinacdo de carboidratos. A
determinacao de lignina soluvel pode ser feita ate 6 horas apdés a hidrélise. Se o licor
de hidrdlise tiver que ser estocado, ele pode ser estocado em refrigerador por no
maximo duas semanas. (Figura 19).

Usou-se agua deionizada para quantitativamente transferir todo material que
permanecer no tubo para o cadinho. Enxaguo-se o sélido com 50 mL de &gua
deionizada. Agua quente pode ser utilizada para diminuir o tempo de filtrac&o.

Colocou-se o cadinho com o residuo insolivel em meio acido para secar em
estufa a 105°C até peso constante. (peso do cadinho com residuo insolavel em
acido seco).

Colocou-se o cadinho com o residuo seco na mufla a 575 °C durante 3 horas.
Cuidadosamente transferiu-se o cadinho da mufla para o desecador e deixou-se
esfriar ate temperatura ambiente. Pesou-se o cadinho com a cinza. (Peso
cadinho+cinzas).

Transferiu-se 20 mL do hidrolisado obtido na filtragdo a vacuo da autoclave

para um erlenmeyer de 50 mL, usou-se carbonato de calcio para neutralizar a
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amostra (pH 5 — 6) monitorando-se com papel de pH, depois do ajuste do pH entre 5
e 6decantou-se o material sobrenadante. O pH do liquido apds acalmar deve estar
préximo de 7 (Figura 20)

Preparou-se a amostra para analisar em CLEA filtrando o liquido decantado
através de um filtro com abertura de 2 micras para um frasco apropriado. Se
necessario a amostra neutralizada pode-se estocar em refrigerador durante 3 ou 4
dias. Apés este periodo a amostra é comprometida devido ao potencial crescimento
de microrganismos. Apés resfriar a amostra estocada, observou-se a presenca de
precipitado, caso positivo precedeu-se a filtragem.

Calculou-se o peso seco da amostra inicialmente utilizada, através da

seguinte equacao:

= PeSOAm ostrasecaaoar (g) X ST (%) (eq 6)

PSQ =
B 100

Calculou a percentagem em peso de residuo insoluvel em acido (RIA) e

lignina insoltvel em acido (LIA) de acordo com as seguintes equacoes:

RIA¢s — PeSOCadinho+ RIA I:)eSOCadinho ~100

- PS (eq. 7)
onde:
PesOc,qimo. ria = PESOdO cadinho+ residuoinsoltivel em acido secoem estufa(g)

PS=Pesosecoda amostra(g)

LIA%\z P €S0¢adinno - ria ~ P €S0caginno « cingas %100

- PS (eq. 8)
onde:
PeSOc.qinmo ria = PES0d0 cadinho+ residuosecoem estufa(g)
PeS0,.qinmo cinas = P€S0d0 cadinho+ residuocalcinadona mulfla (g)

PS =Pesosecoda amostra(g)
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Calculou-se o percentual de recuperacdo de cada um dos padrbes de
acucares (Racicar) que séo utilizados para corrigir as perdas devido a degradacéo

durante a hidrélise acida.

~ Conc. detectada por HPLC (ng/mL

Ra tcar €0 _= =100
¢ Conc. conhecida do padréo antes da hid.(mg/mL ) (eq. 9)

Usou-se o percentual de recuperacdo de agucar (Racucar), para corrigir a
concentracéo determinada por CLEA para cada uma das amostras de hidrolisados.

g/mL Conc. detectada por HPLC €@g/mL _ (eq. 10)

C ,
corr.acucar (1 (%)/100

agucar

Calculou-se a concentracdo dos polimeros (Canigro) @ partir das concentracoes
dos correspondentes mondémeros, usando os fatores 0,88 para os acucares C-5

(Xilose e Arabinose) e 0,90 para os C-6 (Glicose e arabinose):

Qg /ML > C.,, acucar €9 /ML 3 fator (eq. 11)

anldro

Calculou a percentagem dos polimeros através da seguinte equacao:

C 19

anidro ><\/filtrado W
%Polimero= g =x100

12
PS (eq.12)

onde:
Vfiltrado =87,0mL
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4.3.6 Determinacao de cinzas

Pesou-se 2,0 g da amostra preparada do cadinho, utilizando o bico de bunsen
com tripé e tela de suporte. Colocou-se o cadinho sobre a tela em contato com a
chama do bico de bunsen até aparecer fumaca e realizar a queima (Figura 21).
Resfrio-se o cadinho antes de coloca-lo na mufla.

Colocou-se o cadinho na mufla a 575°C por 24 h. Apdés resfriamento em
desecador, anotou-se o0 peso (Peso cadinho+cinzas).

Calculou-se a percentagem de cinzas na amostra através da seguinte

equacao:

C| nzas (/0 I eeSO cadinho+ cinzas _4_ Qeso cadinho ) 100

(eq. 12)
()eSOAm ostra seca )

Onde:

I:)eSOAmostra seca(g) = ()esoamosua - Pesocadinho } ST (%) (GQ- 13)



4.3.7 Figuras ilustrativas

Figura 14 - Determinagdo de Sélidos Soluveis.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Figura 15 - Bagaco preparadas dentro dos frascos para hidrélise.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Figura 16 - Hidrélise do bagago com acido concentrado 72% a 45°C.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Figura 17 — Amostras Bagaco depois da hidrolise autoclave.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Figura 18 - Neutralizagcdo das amostras com carbonato de calcio.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Figura 19 - Bagaco antes e depois da hidrolise com &cido concentrado.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.



Figura 20 - Filtracao do material apos hidrélise.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Figura 21 - Determina¢&o de cinzas nas amostras de bagaco.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4.3.8 Atividade enzimética

As determinacdes das atividades das celulases (endo e exoglucanases) e [3-
glucosidase foram realizadas conforme as metodologias propostas por Ghose
(1987).

Foram preparadas, utilizando tampao citrato de sédio 0,05M com pH 4,8,
quatro diluicdes diferentes do extrato enzimatico comercial: 1:40, 1:80, 1:100 e
1:160. Uma curva de calibracdo foi preparada a partir de quatro tubos de ensaio
contendo 1 ml de tampéo e 0,5 ml de solucéo padrdo de glicose (6,7mg/mL,
5mg/mL, 3,3mg/mL e 2mg/mL). Os tubos de reacéao foram preparados adicionando 1
mL de tampéo, uma fita de papel de filtro Whatman n°® 1, 1x6cm (50 mg), e 0,5 mL
de extrato enzimatico diluido. Para o branco da enzima, foram adicionados em
diferentes tubos de ensaio 1 mL de tamp&o e 0,5 mL das respectivas diluicdes. Um
tubo de ensaio foi preparado com 1,5 mL de tamp&o e uma fita de papel de filtro,
como branco do substrato. Como zero do espectrofotdmetro, um tubo com 1,5 mL
de tampé&o foi preparado. Em seguida, os tubos: reacionais, padrdes, brancos e zero
do espectrofotémetro, foram incubados em banho-maria a 50 °C, por 60 minutos.
Passado o tempo de reacéo, foi adicionado 3 mL do reagente acido dinitrosalicilico.
Todos os tubos foram fervidos por 5 minutos, resfriados em agua gelada e
adicionou-se 20 mL de agua destilada. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotobmetro a 540 nm. Com os resultados de absorbancias das solucdes
padrao, foi construido um grafico de absorbancia em funcdo da massa de glicose e
obteve-se uma equacao usada para encontrar a massa de glicose liberada em 60
minutos. Um novo grafico, concentracdo do extrato enzimatico em funcdo da massa
liberada em 60 min foi feito usando as concentracfes que liberaram um pouco
menos e um pouco mais que 2 mg de glicose resultando em uma nova equacéao de
reta com a qual foi possivel estimar a concentracdo que liberou 2mg de glicose. O
célculo da atividade enzimética foi feito utilizando a seguinte férmula: FPU/mL =

0,37/conc. extrato enzimatico
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DO PRE-TRATAMENTO EXPLOSAO A VAPOR

Ap6s o pré-tratamento, o bagaco foi caracterizado, e suas composi¢cdes
descritas na Tabela 2. O teor de celulose na fracdo sélida apresentou um aumento
de 70%, enquanto que a xilose diminui 97,34% em relacdo ao bagaco pré-tratado
com explosdo a vapor como resultado da solubilizagdo da hemicelulose. As
modificac6es quimicas que ocorrem no bagaco de cana apds o pré-tratamento por
explosao a vapor foram avaliadas em relacdo ao bagaco in natura.

Tabela 2 - Bagaco de cana-de-aclcar antes e apés tratamento explosao a vapor

Componente Bagaco in natura Bagaco Pré-tratado
Celulose 39,27 56,1
Xilose 21,63 4,5
Arabinose 2,51 0
Lignina 23,38 31,7
Cinzas 5,24 6,6
Outros 7,97 98,9

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reducdo das hemiceluloses com relacdo ao bagaco pré-tratado por
explosao a vapor pode refletir em uma melhora na conversao enzimatica da celulose
ja que a hemicelulose forma uma camada protetora ao redor da celulose, reduzindo
a eficiéncia do ataque enzimatico. (SOARES, 2013).

O bagaco de cana foi pré-tratado com sucesso por explosdo a vapor, cujo
foco principal era produzir substratos altamente acessiveis para a hidrélise
enzimatica com as melhores recuperacdes possiveis de acucares fermentesciveis

(principalmente glicose).
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Composicao do Bagaco
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Figura 22 - Bagaco de cana-de-acUcar antes e ap6s o tratamento explosdo a vapor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando a Figura 22, pode-se analisar o resultado do pré-tratamento e as
mudancas de concentracdo dos constituintes. Analisando as concentracbes de
celulose, lignina e outros houve um aumento, estes resultados podem ser atribuidos,
principalmente, a remocdo das hemiceluloses (xilose e arabinose) apos o pre-
tratamento, ja que o percentual de hemiceluloses foi inferior quando comparado ao
bagaco in natura. Isto ocorre porque durante o processo de pré-tratamento por
explosdo a vapor, todos os componentes da biomassa sofrem hidrdlise, mas as
hemiceluloses sdo as mais susceptiveis a este tipo de reacdo. Sob a acdo da
temperatura e da pressdo do vapor, 0S grupamentos acetila presentes nas
hemiceluloses sé&o hidrolisados a acido acético e o acido liberado no meio catalisa a
guebra das ligacdes do complexo lignina-carboidrato, provocando a solubilizacéo de
grande parte das hemiceluloses, que passam a ser facilmente removidas por
extracdo aquosa. A fracdo insollivel em agua contém celulose e lignina parcialmente
modificada, sendo que a maior parte desta lignina pode ser removida por extracao
com alcali, etanol ou dioxano. (PITARELO, 2013).

A presenca de lignina no bagaco pré-tratado ndo impediu o processo de
sacarificacdo da celulose no processo de hidrolise enzimatico, este fato pode ser
observado com o bom rendimento na hidrolise enzimatica, isso para complexo

enzimatico utilizado neste trabalho.



5.2 HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CANA

Os substratos pré-tratados e lavados com agua foram submetidos a uma
hidrélise enzimatica de 10% de sélido em pH 4,8 a 50°C e 150 rpm (rotacdes por

min) por 48 h para avaliar a sua sucetibilidade a conversdo em agucares livres pela

acao das enzimas. Os resultados obtidos estdo descritos na (Tabela 3).

Tabela 3 - Conversao da celulose em glicose

TEMPO Cglucose YSI (g/L) Mglucose (g) Conversdo (%) Glicose no Conv. no
(h) liquido (g) liquido (%)
0 0,7 0,5 0,0 0,4 0,0
2 8,5 4,9 16,4 4,5 14,7
4 11,9 7,1 23,5 6,4 21,1
20 28,0 17,3 57,4 15,6 51,7
24 30,3 18,8 62,2 16,9 56,0
48 41,8 26,1 86,4 23,5 77,8

Fonte: Elaborado pelo autor.

A evolucao do processo pode ser observado na liberacéo de glicose no meio,

isso pode ser observado na Figura 23 onde nas duas primeiras horas as conversoes

foram na

casa de 14,7%, nas duas horas seguintes diminuiu para 6,4% e assim

continuou diminuindo até o final do tempo de hidrolise que foi de 48 horas.

Conversao, YSI (%)
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Figura 23 - Gréfico de conversédo versus tempo de hidrolise.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na reacdao abaixo verifica-se o rendimento esperado do processo, onde
partimos da formula minima da celulose, chegando a glicose, isso resulta em
62,31g/L de glicose para um rendimento de 100% em 100g de sdlido, ja que no
experimento usamos 150g de solido com umidade de 57,56% entdo tinhamos
63,679 de sdlido, que resulta em 27,201g de celulose, entdo para um rendimento de
100% a concentracao de glicose no liquido deveria ser de 33,1g/L de glicose. Como
na hidrolise enzimatica tivemos 23,5¢g/L de glicose, entao o rendimento foi de 77,8%.
Podemos considerar que este rendimento foi bom, ja que néo foi removido lignina do

bagaco apos o pré-tratamento.
(CeH1105)n + HLO —» CgH1,06 (eq. 14)
M.M= Cel. 162
M.M= Glic. 180

162/180= 0,90

Cc¢h = %‘0’9 x 100 (eq.15)

—
S.1C

Onde:

Ce: concentracao de glicose no hidrolisado enzimatico (em g/L)

0,9: fator da converséo de celulose em glicose

Cs: concentracao da biomassa lignocelulésica no experimento (em g/L)

Tc: teor de celulose na biomassa lignoceluldsica (em %)

Durante o processo de hidrolise enzimatica, se fez necessario controlar o pH
do meio em 4,8, que seria o0 pH 6timo da enzimas atuantes. Como no pré tratamento
o pH do bagaco apos o tratamento fica abaixo de 3,9, entdo corrigiu com hidroxido
de ambnio 2M, e partiu com um pH de 5,3, sabendo que a tendéncia era diminuir.

Durante o processo teve a necessidade de corrigir outras vezes.
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Figura 24 - Gréfico de variacdo de pH durante o processo enzimatico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25 - Biomassa durante a hidrolise (A); Caldo hidrolisado sendo filtrado (B).
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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5.3 FERMENTACAO DO CALDO HIDROLISADO

Analisando a tabela 4 abaixo, podemos verificar as conversdes, no consumo
da glicose para formar do etanol e aumento do glicerol e acido acético. Vitoretti
(2012) comenta que o teor de acido acético e glicerol esta ligado diretamente com o
metabolismo da levedura. A producédo desses subprodutos implica diretamente na
reducéo da producédo de etanol, mas alguns deles sédo fundamentais para preservar
a atividade microbiana. O glicerol, por exemplo, é importante para a manutencdo do

crescimento da levedura.

Tabela 4 - Resultados da fermentacéo

AMOSTRAS GLICOSE FRUTOSE GLICEROL ACETICO ETANOL Rendimento

Tempo de Oh 151,89 6,05 0,93 1,53 X 78,28
Tempo de 8h 11,26 6,44 7,99 2,64 56,25

Fonte: Elaborado pelo autor.

A conversao de glicose a etanol esta expressa ha reacao abaixo.

CgH12,06 ——» 2CH3CH,0H + 2CO; + 23,5 Kcal. (eq. 16)

Glicose Etanol

A fermentacdo ocorreu em um tempo de 8 horas, saindo de uma
concentracdo de 150 g/L de glicose e chegando no final do processo proximo a

zero, este resultado pode ser acompanhado na figura 25.

Perfil de consumo de aglcares (YSI)
200
150 l\
100 \
50 \

Concentragao de Aglicares
(s/L)

Tempo (h)

Figura 26 - Consumo de glicose durante a fermentacéo
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A adicdo do melaco no caldo hidrolisado teve como finalidade, manter a
guantidade de ART do meio proximo a de operacdo de uma escala industrial,
contudo somente o caldo hidrolisado proveniente da matéria lignocelulésica néo é
possivel alcancar esta taxa de carboidrato, acrescentando o melaco favorece o
suprimento de alguns elementos essenciais as atividades da levedura,
estabelecendo assim a concentragdo do nutriente que aumentou as eficiéncias de
fermentacéo e de processo.

A determinacdo da concentracdo de etanol durante a fermentacdo alcodlica
foi realizada em comparagdo com o rendimento com base no teérico de 1g glicose
para 0,511g de etanol.

Partindo de uma concentracao de 151,89 g/L de glicose, subtraindo o residual
gue nao converteu na fermentacao, que foi de 11,26g/L, temos 140,63 g/L de glicose
para um rendimento de 100% teriamos 71,86 g/L de etanol. Com o resultado de
56,25 g/L de etanol temos um rendimento de 78,28% de converséo.

Eficiéncia da fermentacao (Ef)

<.
Ef = _2°<x100 17
‘/p/s L (eq.17)

Onde:

(Yp/s)r: rendimento real (em g/g)

(Yp/s)t: rendimento tedrico (em g/g)
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5.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DO BAGACO DE CANA IN NATURA

O bagaco de cana-de-acucar foi caracterizado em relagdo a sua composi¢ao
guimica e os componentes macromoleculares foram isolados e analisados a fim de
investigar sua natureza estrutural, utilizando técnicas de extragdo, hidrélise
cromatografia e espectrometria. Estes dados foram utilizados para determinar os
rendimentos de recuperacdo e calcular o balangco de massas dos principais
componentes presentes no bagago de cana ap0s o pré-tratamento por explosdo a
vapor, bem como avaliar as modificacbes quimicas e estruturais de cada
componente apos o pré-tratamento. (GOUVEIA, 2009).

O teor de cinzas nos bagacos pré-tratado e in natura, foram de 5,24 e 6,6%
valores considerado elevado, isto pode estar relacionado com impurezas (terra e
fuligem) vindo com a cana e permanecendo no bagaco até ap0s sua moagem, ja o
bagaco néo foi submetido a uma etapa adicional de lavagem com agua. Esses tipos
de impurezas podem acarretar dificuldades no processamento das matérias
lignocelulésicas e problemas mecéanicos nos equipamentos.

Para verificar o teor de celulose, lignina e hemicelulose foram utilizado uma
hidrolise com acido sulfarico e temperatura, onde o tratamento acido degrado o
polimero lignocelulésico liberando ndo s6 as hemicelulose e lignina, mas também
glicose da degradacao da celulose, onde foi analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

O método utilizado determina lignina insolivel em meio acido,com isso foi
possivel determinar a quantidade de lignina total da amostra de bagaco livre de
extraiveis (GOUVEIA et al. 2009), onde por calculos gravimétrico chegou a

percentagem em peso de residuo insoluvel em acido e lignina insolavel em acido.
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6 CONCLUSAO

o A caracterizacdo das composi¢cdes quimica do bagaco da cana-de-
acucar in natura teve resultado de 39,27% de celulose e passou para 56,1% no
bagaco pré-tratado.

o O pré-tratamento do bagaco da cana-de-acgUcar por explosédo a vapor
sem adicdo de catalisador (auto hidrolise) obteve um alto rendimento na remocao
das hemiceluloses reduzindo cerca de 97% do total.

o Na hidrolise enzimatica foi possivel converter 77,8% da celulose em
glicose no liquido final.

o Foi possivel analisar visualmente as mudancgas fisico-quimicas do
bagaco pré-tratado com explosao a vapor pelas mudancas de coloracdo e aspectos
das fibras (reducéo de tamanho e aumento da umidade).

o Os resultados do rendimento obtido na fermentacdo do caldo
hidrolisado pelas leveduras de processos fermentativos convencionais Sao
possiveis, e estdo dentro dos padrdes de rendimentos normais de uma fermentacao

alcodlica.
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