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RESUMO

Com a elevacdo do custo do petréleo, pesquisas concentraram-se em
desenvolver insumos bésicos de carater renovavel para a producdo de combustiveis
alternativos. Pesquisas estéo sendo realizadas para a produgéo de etanol através da
biomassa vegetal, que contribui para a redu¢do da emissdo de didéxido de carbono
no ar atmosférico. Essa tecnologia que estd sendo estudada é o chamado etanol
celulésico ou de segunda geragao.

Existe uma diferenca entre o etanol utilizado atualmente e esse que vem
sendo pesquisado, pois o etanol de primeira geracdoé produzido a partir da
fermentagdo da sacarose, presente no caldo da cana, e o etanol de segunda
geracao ou etanol celulésico é produzidos a partir da celulose presente em qualquer
parte da planta, como a folha, a palha ou até mesmo o bagaco, ou na matéria
orgéanica de qualquer outro vegetal.

Neste trabalho foi proposto estudar a biomassa vegetal do sorgo sacarino, a
partir de um pré-tratamento com reagentes basicos, e explosdo por vapor e baixa
pressdo e temperatura, hidrélise enzimética e em seguida fermentacdo simples e
simultanea. Através deste estudo foi possivel verificar que o sorgo sacarino obteve
rendimento de 96%, e a fermentacgéo simples do mesmo durante 100 horas resultou
em teor de etanol maximo de 26,8 g/L e a fermentacédo simultanea resultou em teor
maximo de 46,6 g/L de etanol. Com isso foi possivel verificar que no caso do bagaco
do sorgo sacarino a fermentacdo simultdnea apresentou um maior rendimento na
producéo de etanol de segunda geracao.

Palavras-chave:Sorgo sacarino.Etanol de segunda geragéo.
Biomassa.Aproveitamento de residuos. Biocombustivel.



ABSTRACT

With the rising cost of oil, research has focused on developing renewable
character basic inputs for the production of alternative fuels. Research is underway to
produce ethanol through plant biomass, which contributes to reducing the emission
of carbon dioxide in the atmospheric air. This technology being studied is called
cellulosic or second generation ethanol.

There is a difference between ethanol currently used and that it has been
researched since the first generation ethanol is produced from the fermentation of
sucrose present in cane juice, and the second-generation ethanol or cellulosic
ethanol is produced from cellulose present in any part of the plant such as leaf,
straw, bagasse or even, or any other organic vegetable matter.

In this paper we proposed to study the plant biomass of sweet sorghum, from
a pre-treatment with basic reagents, and burst steam and low pressure and
temperature, enzymatic hydrolysis and then simple and simultaneous fermentation.
Through this study we found that sweet sorghum obtained in 96% yield, and
fermentation of simple even for 100 hours resulted in maximum ethanol content of
26.8 g / L and simultaneous fermentation resulted in a maximum level of 46.6 g / L of
ethanol. It was then possible to verify that in the case of sweet sorghum bagasse
simultaneous fermentation showed a greater yield of second generation ethanol.

Keywords: Sweet sorghum. Second generation ethanol. Biomass. Waste recovery.
Biofuel.
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1 INTRODUCAO

A crise do petréleo, aliada a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente e o
aumento da demanda por biocombustiveis, preconizou a busca por fontes
alternativas de energia, ndo s6 no Brasil, mas no mundo. Atualmente muitas
pesquisas tem se concentrado no desenvolvimento de novos insumos basicos, de
carater renovavel, para assim substituir os derivados de petrdleo, o que coloca a
biomassa em uma posicdo de destaque, tudo isso por ter uma ampla
disponibilidade, ser de natureza renovavel e ter um custo baixo. A biomassa vegetal
como matéria-prima para producdo de etanol contribui para a redugdo de emissao
de di6xido de carbono no ar atmosférico. (ANTCZAKETAlet al.,2009).

Com essa grande demanda por biocombustiveis 0 governo passou a investir
em estudos para novas tecnologias, foi & partir disso, que surgiram as pesquisas em
laboratérios voltadas para a utilizagdo do bagago para produzir o chamado etanol de
segunda geracdo, ou até mesmo etanol celulésico, que é produzido a partir do
subproduto (bagago ou palha) da cana-de-agucar ou no caso desse trabalho através
do bagaco do sorgo sacarino. Essa tecnologia envolve varias etapas, tais como, pré-
tratamento, hidrolise e fermentagcdo alcodlica. Essa etapa de pré-tratamento tem
como objetivo remover barreiras estruturais e composicionais dos materiais
lignocelulésicos, promovendo aumento dos rendimentos de agucares
fermentesciveis a partir da celulose e hemicelulose e uma melhora na porcentagem
de hidrdlise. (MOSIER et al., 2004).

Existem varios desafios para a produgdo de etanol lignocelulésico, o mais
importante é determinar o melhor processo para a obtencdo dos monossacarideos.
Existem, dois tipos de hidrélise, que sao: hidrélise acida e enzimatica. Esse
processo de hidrdlise tem como objetivo hidrolisar hemicelulose e os polissacarideos
em xilose e glicose respectivamente. (BALAT et al., 2008). Portanto esse processo
de hidrdlise escolhido deve ser economicamente viavel, em termos de rendimento
glicosidico, custo global e fermentabilidade do hidrolisado. (SILVA, 2009).

Neste trabalho, foi possivel verificar a producdo de etanol de segunda
geracdo a partir do bagaco do sorgo sacarino, que tem iniUmeras vantagens, tais
como: o0 uso de sementes, apresenta um ciclo vegetativo bem mais curto que a
cana-de-acucar, dura de 90 a 140 dias, utiliza menos agua e menos fertilizante e

alcangam picos de acgucar em diferentes épocas do ano, ele também pode ser
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plantado em rotagdo com outros cultivos anuais e potencialmente semeado em
areas ndo cultivadas, assim como em terras onde a cana-de-agUcar ndo se adapta
bem. Essa flexibilidade é resultado, em parte do sorgo sacarino ser uma planta de
caracteristicas naturais fortes e de rapido crescimento. (SORGO..., c2010).

Portanto, neste trabalho sera possivel verificar a produgcdo de etanol
lignocelulésico a partir do bagago do sorgo sacarino, utlizando a hidrdlise

enzimatica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Obter o etanol de segunda geracdo em escala laboratorial a partir da

hidrélise enzimatica do bagacgo de sorgo sacarino.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

o Realizar pré-tratamento utilizando reagentes bésicos, e explosdo por
vapor com baixa pressao e temperatura.

o Realizar a hidrélise e fermentagéo da biomassa vegetal para produzir o
etanol de segunda geracao.

o Avaliar os parametros de obtengao.

o Determinar o acucar total.

o Determinar o etanol por método quimico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORIA DO ETANOL

Desde a década de 1970 o Brasil foi considerado o pais pioneiro na utiliza¢ao
de etanol a partir da cana-de-agicar como combustivel, por esse motivo ele
desponta como o pais que tem as tecnologias e politicas mais avangadas do mundo.
Atualmente, no Brasil o Estado de Sdo Paulo é considerado o maior produtor de
etanol sendo, portanto, o segundo maior do Brasil depois dos EUA com % da
producéo mundial de etanol. (BUCKERIDGE et al., [20057]).

O Pré-etanol teve inicio em 1975, apdés o primeiro choque do petréleo que
ocorreu em 1973, onde teve uma elevacdo dos pregos internacionais do petroleo,
provocada pelo conflito arabe- israelense. Esse programa do Pré-etanol tinha como
objetivo o uso alternativo deste combustivel, para assim substituir o petréleo e seus
derivados, foi nessa época que foram implantadas diversas destilarias de etanol em
todo o Brasil. Com isso 0 governo brasileiro comegou a investir no plantio de cana-
de-acucar a fim de se obter etanol. (HISTORIA...,[20137?]).

Nessa época o Brasil importava em torno de 70% do petréleo que consumia o
que causava comprometimento no saldo do balanco de pagamentos e o préprio
desenvolvimento do pais. (HISTORIA...,[2013?]).

Em 1979 ocorreu o segundo choque do petroleo, devido & guerra entre Ird e
raque e esse novo fato impulsionou a produgcdo de etanol anidro em destilarias
anexas as usinas, para que fosse posteriormente misturado a gasolina. A partir disso
0 Pré-etanol comecou a ganhar estimulos do governo, para impulsionar a frota
veicular, foi com isso que a produgéo nacional de etanol ganhou maiores dimensdes.
(HISTORIA...,[20137]).

Com tudo isso, em 1980, o Pr6-etanol da um salto e consolida-se com o
aumento repentino da frota de veiculos movidos a etanol hidratado. Foi a partir disso
que o governo decide pela adigdo de 22% de etanol anidro a gasolina.

Com essa expansdo na producdo de etanol os valores do petrdleo
comecgaram a cair, causando assim uma ilusdo de que a crise j& tinha sido superada.
(HISTORIA...,[20137]).
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A partir disso a producdo de veiculos movidos a etanol teve uma queda
significativa, onde os mesmo passaram a ser produzidos somente sob encomenda.
(HISTORIA...,[20137]).

A produgéo de etanol teve um novo impulso em 2003, com o langamento dos
carros flex-fue (bicombustiveis), esses veiculos permitem que ele seja abastecido
tanto com etanol como com gasolina, ou até mesmo a mistura de ambos em
qualquer proporc¢éo. (HISTORIA...,[20137]).

Portanto, o etanol tem uma grande importancia, ndo s6 no Brasil, como em
todo o mundo e tudo comecou a partir da cana-de-agucar que foi o primeiro
biocombustivel que surgiu no Brasil, basicamente por trés razdes: a tentativa de
reduzir a dependéncia do petréleo importado, a necessidade de amenizar as

sucessivas crises do setor e as mudancas climéticas.

3.2 PROJECOES FUTURAS DO ETANOL

A producdo de etanol no Brasil provém basicamente da cana-de-aculcar,
entretanto, esta matéria-prima tem um periodo de entressafra, no qual ndo ha
producdo, isso varia de regido para regido, no caso do Cetro-Sul do pais esse
periodo de entressafra vai de dezembro a abril, j& na regido Nordeste vai de marco a
setembro, ou seja, nesta regido, fica-se quase sete meses sem produgédo. Uma
alternativa para aumentar a producédo total do biocombustivel, para evitar que as
maquinas nado figuem ociosas e melhorar a rentabilidade do negdcio é a utilizacdo
de outras matérias-primas, tais como o sorgo sacarino e o milho. (DINHEIRO
RURAL, 2012 apudTEIXEIRA; CARNEIRO, 2013).

No que se diz respeito & producdo de etanol, o Brasil encontra-se favoravel,
por apresentar Vvarias vantagens na tecnologia de producdo, mercado de
biocombustiveis e lideranca na agricultura de energia. Com tudo isso, a questao
qguem vem sendo colocada no momento é se ainda existe a possibilidade de se obter
mais algum tipo de avanco tecnolégico na producgdo de etanol ou se hoje em dia j&
podemos dizer que o etanol no Brasil j& atingiu um estado “maduro” podendo-se
assim esperar apenas avangos incrementais, ou ainda temos &reas a explorar com
grandes margens de aperfeicoamento para conseguimos saltos importantes na
competitividade. (MACEDO, 2007).
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Hoje em dia est4 claro que com todos os estudos e pesquisas essas
possibilidades ndo estdo excludentes, nota-se que serd possivel continuar com 0s
avanc¢os graduais com as tecnologias em uso, como também atingir grandes ganhos
com as tecnologias que ja estdo em desenvolvimento.

Segundo Macedo (2007), as possibilidades de incremento de produtividade e
reducdo de custos na cadeia bioenergética a partir da cana-de-aglUcar podem ser
consideradas em contextos complementares, como a seguir:

« E desejavel fazer a implementacédo completa das tecnologias disponiveis,
iSSO nos proximos anos, ja que atualmente o uso ainda é parcial. Isso podera ocorrer
devido a forte competi¢céo interna e com mecanismos adequados de transferéncia de
tecnologia.

 Com a evolugdo tecnolégica “continua” dos processos em uso podera
também levar nos préximos anos a ganhos de produtividade, mediante os fatores,
tais como desenvolvimento de melhores variedades (particularmente para as novas
areas), agricultura de precisdo, automacdo industrial, integracdo da colheita/
carregamento/ transporte, novos processos de separac¢ao do etanol, entre outros.

» Devera ocorrer em meédio prazo desenvolvimentos de diversos co-produtos
derivados da sacarose e novos subprodutos, principalmente o etanol do bagaco e da
palha que j& vem sedo estudado.

» Existe também o desenvolvimento e difusdo de variedades geneticamente
modificadas de cana-de-agUcar mais produtivas e resistentes, isso podera ocorrer
em médio e longo prazo.

O sorgo sacarino € uma matéria-prima também utilizada para a producdo de
etanol, ele se assemelha a cana-de-aglcar no armazenamento de acuUcares que
também se localiza nos colmos. O sorgo sacarino também fornece quantidades de
bagaco suficiente para a geragdo de vapor para a operagao industrial. Entretanto,
ele difere a cana-de-agucar por apresentarem ciclo vegetativo bem mais curto, de 90
a 140 dias e pelo fato de ser cultivado por sementes. (SOUZA et al., 2005). Com
isso é possivel verificar que o sorgo tem sua importancia, ele pode ser utilizado
como matéria-prima complementar a cana-de-agUcar e o seu bagaco para a
producéo de etanol de segunda geracao.

A utilizagdo de biocombustiveis de segunda geracédo a partir de residuos de

culturas alimentares e culturas dedicadas & producéo desse tipo de biocombustivel,
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permitira extrair das espécies utilizadas uma maior quantidade de energia por
hectare cultivado, sendo vantajoso economicamente. Pode-se dizer também que em
relagdo as questdes ambientais teremos grandes vantagens, tais como menores
areas para plantios e o sequestro de CO, da atmosfera. (TORRES, 2012).

Na Figura 1, é possivel analisar algumas rotas tecnoldgicas para a obtencéo
de etanol e a forma resumida para a obtencdo do mesmo, entre eles esta o etanol
celulésico, ou segunda geracao, que é promissor para o futuro.

Biomassa agucarada Biomassa amilacea Biomassa celuldsica
(cana, beterraba) (milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
v v
v Trituragao I | Trituragao I
Extragdo por
v v
pressao ou difus3o Hidrolise Hidrolise acida ou
enzimatica enzimatica
2 v v
Solugao agucarada fermentavel
| Fermentagdo |
|
|
h 4
I Destilagdo |

v

Bioetanol

Figura 1 - Rotas tecnolégicas para a producéo de etanol.
Fonte:BNDES et al.(2008, p. 5).

3.3 SORGO SACARINO

Alguns testes foram realizados sobre culturas de grande potencial energético
como fontes renovaveis de energia, e conseguiram afirmar que as trés culturas de
maiores destaque sdo 0 sorgo sacarino, a beterraba agucareira e a cana-de-agucar.
(TEIXEIRA; JARDINE; BEISMAN, 1997).

Em relagcdo ao sorgo, foi verificado que ele se assemelha a cana-de-acuUcar,
uma vez que o armazenamento de agucares se localiza nos colmos, e possui uma
vantagem importante, que é o fornecimento de quantidades de bagacgo suficiente

para a geracdo de vapor da operacéo industrial. Em relagéo ao cultivo ele difere de
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maneira acentuada, por ser cultivado a partir de sementes e apresentar ciclo vegetal
bem mais curto. (TEIXEIRA; JARDINE; BEISMAN, 1997).

E possivel dizer que o sorgo sacarino surgiu como uma alternativa para
complementar a cultura da cana-de-agucar no fornecimento de colmos destinados a
producdo de &lcool etilico, pois uma das alternativas de algumas destilarias era o
corte antecipado da cana-de-agUcar, permitindo acelerar o inicio da opera¢do, mas
com essa alternativa poderia ocorrer uma redugéo no rendimento industrial, pelo fato
de se cortar a cana-de-acUcar antes dos colmos terem atingido a maturacéo
completa, apresentando um teor mais baixo de acUcares fermentesciveis.
(TEIXEIRA; JARDINE eBEISMAN, 1997).

3.4 BIOMASSA

Os problemas em relagdo aos combustiveis fosseis torna consistente a
perspectiva por uma fonte renovavel, pois além de serem recursos ndo renovaveis,
eles também s&o as principais fontes causadoras do aquecimento global e de gases
causadores das mudancgas climaticas. Assim a biomassa € uma fonte renovéavel
atrativa para diminuir a dependéncia dos combustiveis a base de o petréleo, gas
natural e seus derivados. (WOLF, 2011).

A biomassa pode ser definida como sendo todo recurso renovavel
proveniente de matéria organica, sendo ela de origem animal ou vegetal, que pode
ser processado para fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas
para o uso final. A biomassa se desenvolve na célula vegetal e sua producédo
depende essencialmente de energia solar e da presenca de dioxido de carbono
(COy) e 4gua. (WOLF, 2011).

A biomassa vegetal se diferente da animal, pois, ela é composta por lignina,
hemicelulose e principalmente pela celulose, que é um polimero formado por cadeias
de glicose. Para acontecer a fermentacdo para a producdo do etanol é necessario
fazer a quebra da celulose em moléculas simples de glicose. (TORRES, M., 2012).

O sorgo sacarino, além de possuir acessos genéticos com alta produtividade
que em média podem chegar a mais de 30ton/h de matéria seca, possui alta
biomassa que tem grande potencial para ser uma cultura destinada & producéo de

etanol de segunda geracdo. O sorgo € considerado uma cultura com toleréncia a
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vérios tipos de estresses bioticos e abidticos, além de ser mecanizavel e propagar-
se por semente. Alguns experimentos realizados pela Embrapa verificaram que o
sorgo sacarino apresenta menor teor de lignina em comparagdo com a cana-de-
acucar, além de possuir mutantes de lignina que podem apresentar até 50% menos
lignina que a cultivar original. (DAMASCENO, 2011).

3.5 BAGACO DO SORGO SACARINO

A Embrapa realizou uma pesquisa com o objetivo de estudar a produgéo de
etanol de segunda geragdo a partir de diferentes biomassas vegetal. Nessa
pesquisa foi verificado que os teores de lignina do milho e do sorgo sacarino estéo
abaixo de 12%, enquanto no bagac¢o de cana-de-agucar, os valores estédo entre 20 e
22%. Para a producgédo de etanol de segunda geracgéo, essa diferenca é considerada
importante, pois quanto menor o teor de lignina presente no material, mas facil o
processo de obtengdo de etanol e com isso maior o rendimento do mesmo.
(MACHADO, 2011).

A Embrapa esté realizando testes com diferentes tipos de biomassa para
analisar o potencial de cada uma na producédo de etanol. Dentre as matérias-primas
analisadas, o sorgo sacarino foi o que apresentou a melhor alternativa para a
producdo de etanol celulésico. (MACHADO, 2011). Na Figura 2, sdo apresentados
os resultados da hidrélise enzimética de bagacgos pré-tratados de cana-de-agUcar e

sorgo sacarino.
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Hidrolise enzimatica de bagagos pré-tratados

200
180

16,0

10,0

Glicose (g/L)

~+~83gago de sorgo sacarino (BRS 506)

20 ~=-Bagaco de cana de acucar (RB 855453)

0 1 2 3 s s 6 7 &
Tempo de hidrlise (h)

Figura 2 - Hidrélise enzimatica de bagacos pré-tratados.
Fonte: MACHADO (2011, p. 28).

A estrutura da biomassa consiste em feixes de fibras e outras estruturas
elementares como, vasos parénquima e células epiteliais. O arranjo tipico da parece

celular de um vegetal é apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Arranjo da parede celular de um vegetal.
Fonte:(MURPHI e MCCARTHY, 2009 apud SILVE, 2012, p. 16)

3.5.1Celulose

Dentre os polissacarideos, a celulose é o mais abundante da terra, o que a
torna matéria-prima potencial para atender as necessidades de producdo de
biocombustivel. Um dos grandes desafios da biotecnologia atualmente € hidrolisar
essa molécula a acuUcares fermentesciveis para produzir etanol, a precos

competitivos com 0s que estdo no mercado atualmente. (MAICHE, HUBER, 2010).



22

A celulose ((CsH100s)n), € um homopolissacarido, sendo ele o principal
componente da parede celular vegetal, é linear formados por unidades de
monossacarideos, unidos por ligacdes glicosidicas, sendo que a celobiose é sua
unidade repetitiva. (FENGEL; WEGNER, 1980 apud por WOLF, 2011). A
principal funcdo da celulose € servir como estrutura das plantas, pois ela esta
empregnada com a lignina e entrelagada por polissacarideos. (GOLDSTEIN, 1981

apud WOLF, 2011). Na Figura 4, é possivel verificar a estrutura da cadeia linear da

celulose.
OH oH O OF OH oa
T A ST N L
Okt o o o
OH OH OH
N 7/ n
v
celobiose
Figura 4 - Representacdo da cadeia linear da celulose formada por unidades consecutivas
decelobiose

Fonte: WOLF (2011, p. 33).

3.5.2 Hemicelulose

A hemicelulose difere da celulose, por serem amorfas compostas pela
combinagdo de varios agucares, dentre eles pentoses, hexoses, acidoshexurdnicos e
desoxiexoses e também possui sua estrutura ramificada. (FENGEL;WEGENER,1989
apud SILVA, 2009).

A hemicelulose tem como fungéo garantir a flexibilidade e elasticidade ao
agregado, por possuir s cadeias laterais que interagem tanto com a celulose quanto
com a lignina, funcionando como um ligante entre esses dois polimeros, sendo o
primeiro polar e o segundo apolar. (MARTINS, 2005). A hemicelulose pode ser
hidrolisada mais facilmente que a celulose, porém, quando a biomassa €é pré-tratada,
parte deste material é degradado. A estrutura molecular da hemicelulose esta
representada na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura molecular da hemicelulose.
Fonte: ROSA e GARCIA (2009, p. 77).

3.5.3 Lignina

Segundo Fengel e Wegner (1989) “A lignina aumenta a resisténcia mecéanica

das plantas, de tal forma que arvores de mais de cem metros podem se manter em

A "

pé.

7

A lignina é a segunda macromolécula orgénica mais abundante dentre os
matérias lignoceluldsicos, a primeira € a celulose. A lignina tem como funcéo
aumentar a resisténcia mecanica das plantas. (FENGEL; WEGENER 1989 apud
SILVA, 2009). Suas principais caracteristicas é ser, altamente complexa, amorfa e
ramificada tridimensionalmente, gerada a partir da polimerizagdo desidrognativa dos
alcodis hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico.
(FENGEL; WEGENER, 1989 apud SILVA, 2009).

Existe um problema que esta relacionado com as enzimas que € o efeito de
inibicdo que elas podem causar, tanto na fermentacdo quanto na hidrdlise, isso pode
ocorrer devido a ruptura incorreta da matriz carboidrato-lignina na etapa de pré-
tratamento. (SUN; CHEN, 2002). A estrutura molecular da lignina esta representada

na Figura 6.
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Figura 6 - Estrutura molecular da lignina.
Fonte: ROSA; GARCIA (2009, p.130).

3.6 ETANOL

O etanol é um combustivel que vem de fontes renovaveis, possui como
férmula quimica C,HsOH, é uma substancia organica, que pode ser obtido por meio
da fermentacdo de agUcares, hidratagdo do etileno (hidrocarboneto alceno) ou
reducdo ao acetaldeido. Ele também é conhecido como alcool etilico e é uma
substancia pura, ou seja, composto por um Unico tipo de molécula, e tem seu arranjo
representado pela Figura 7. (OLIVEIRA, 2010).

Figura 7- Estrutura molecular do etanal.
Fonte: OLIVEIRA (2010, p. 22)

O etanol obtido por fermentacdo de aclcares € um combustivel renovavel, e
tem como vantagem contribuir para diminuigéo da poluicdo do ar e redugéo do efeito
estufa. Atualmente esse bicombustivel corresponde por 10% da energia mundial.
Estimativas indicam que em 2050 a utilizagdo mundial do mesmo passara a ser de
27%. (IEA, 2008).
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Alguns paises se destacam com iniciativas que evolvem o uso do &lcool
combustivel, tais como, Tailandia, Australia, india, Guatemala, Unido Européia,
Nicardgua, Japao e Nova Zelandia.

Diversos sé@o os paises com interesse em iniciativas que envolvam o uso do
alcool combustivel, entre os quais se destacam: Australia, Guatemala, Unido
Européia, india, Jap&do, Nova Zelandia, Nicaragua e Tailandia. Segundo Castro
(2005) os importadores tradicionais sdo os EUA, a Unido Européia, Japéo e Coréia.
(CASTRO, 2005).

Um acordo foi implementado pela PEA (Policy Energy Act) e pela EISA
(Energy Independeceand Security Act), com o objetivo de produzir a partir de 2022,
36 bilhdes de galbes de bioetanol por ano. (LIMAYEM; RICKE, 2012). A Unido
Européia estabeleceu um objetivo para 2020 que éutilizar 10% de biocombustivel de
segunda geracao no setor de transporte. (PORZIOet al. 2012 apud SANTOS, 2012).
O Brasil e os Estados Unidos séo os maiores produtores mundiais de etanol, juntos
respondem por 89% da producéo global, eles utilizam matéria-prima diferente para a
producéo de etanol, sendo o Brasil a partir da cana-de-agUcar e os Estados Unidos a
partir do milho. De acordo com a Associacdo de Combustiveis Renovéaveis, a
producédo de etanol foi de 10,9 e 12,82 bilhdes de galdes nos anos de 2009 e 2010,
respectivamente (LIMAYEM; RICKE, 2012), representando assim, 55% da producgao
mundial. Na Figura 8 é possivel observar a evolugdo do consumo de etanol no Brasil
e EUA de 2008 até marco de 2013.

Consumo de Etanol

60

MEUA
50

Brasil

40

30

Milhdes de m?

20

10
34 52

2008 2009 2010 2011 2012 jan/13 fev/13 mar/13

Elaboragdo MME
Fontes: MAPA, EIA/DOE  Obs.: Os vulores mensuis sdo acumulodos.

Figura 8 — Evolugdo do consumo de etanol no Brasil e EUA.
Fonte: MME (2013, p. 28).
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3.6.1 Etanol de Primeira Geragéo

O etanol, ou alcool etilico, € uma substancia incolor, volatil, inflaméavel,
totalmente solavel em agua, apresentam férmula molecular C,HgO. (BNDES et al.
2008), ele pode ser obtido por trés maneiras gerais: via sintética, via destilatéria e
por via fermentativa. Para o Brasil a via destilatéria ndo tem significado econdmico.
Por via sintética, obtém-se o etanol a partir de hidrocarbonetos ndo saturados, como
0 eteno e o etino, e de gases de petroleo e da hulha. Portanto a forma de obtencéo
de etanol mais importante e econdmica no Brasil € por via fermentativa, por ter
grande nimero de matérias-primas naturais existente em todo o Pais. (SILVA,
2009).

A obtencé@o de etanol por via fermentativa é feito através da sacarose, da
seguinte forma: & partir da cana-de-agUcar moida € feito um procedimento de
extracao, esterilizagédo e purificagdo docaldo,posteriormente fermentado, e para isso
é utilizado linhagens selecionados de leveduras. Para finalizar o processo, o etanol
produzido é separado da agua por destilacdo. (TEIXEIRA; CARNEIRO,2013).

Para se obter o etanol é necessario que a matéria-prima contenha agucar ou
outro carboidrato, portanto € necessario verificar se é vidvel economicamente, com
isso € importante analisar o volume de produgédo, o rendimento industrial e o custo
de fabricagdo. Algumas matérias-primas utilizadas para a produgédo de etanol s&o:
cana-de-agucar, beterraba, sorgo sacarino, milho, entre outros. O processo de

producdo de etanol de primeira geragéo é apresentado na Figura 9.
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Bageso > Boiler —» Eletricidade e vapor
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Figura 9 - Processo produtivo nas usinas.
Fonte: FIEP — Federagao das Industrias do Estado do Parana ([20137?], p. 2).

3.6.2 Etanol de Segunda Geracéao

O etanol de segunda geracdo ou até mesmo etanol lignocelulésico é a
denominacao dada ao élcool etilico obtido a partir da hidrélise e fermentacdo da
biomassa vegeta. (ALMEIDA, 2012).

O etanol de segunda geragao e o etanol de primeira geracdo sédo as mesmas
coisas, a Unica diferenca esta na forma de producéo, pois uma € a partir do caldo e
a outra a partir dos residuos (bagaco).

A producdo do etanol de segunda geragcdo a partir de residuos agricolas
geralmente apresenta-se em quatro etapas principais: pré-tratamento da biomassa,
hidrélise enziméatica e/ou acida dos carboidratos (celulose e hemicelulose) em seus
acucares monoméricos, fermentacdo por microrganismos dos agucares liberados
seguida de recuperacdo e destilagdo do bioetanol. (WOLF, 2009). O processo de

producéo de etanol de segunda geracao € apresentado na Figura 10.
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Figura 10 — Processogeralparaproducédo de etanol de segunda geracao.
Fonte: WOLF (2009, p. 44)

A principal etapa em uma biorrefinaria, para a producéo de etanol de segunda
geracdo € a de pré-tratamento, pois € nessa etapa que se consegue realizar a
conversdo da celulose em acglcar, ou seja, conversao da biomassa lignocelulosica
em combustiveis e produtos quimicos. (COSTA SOUSA et al.,, 2009 apud WOLF,
2009).

Segundo Hamelinck et al. (2005), ao realizar a hidrélise da celulose na
biomassa nativa sem antes executar a etapa de pré-tratamento significa obter um
rendimento inferior a 20% no processo, devido a suas caracteristicas estruturais, tais
como, hemicelulose, cristalinidade, porosidade, area superficial acessivel e
revestimento por lignina. Portanto, antes de dar continuidade ao processo de
producdo do etanol de segunda geracdo € indispensavela realizacdo do pré-
tratamento da biomassa, pois tera como objetivo romper a barreira protetora da
lignina e converter a estrutura recalcitrante da biomassa, tornando-se assim o0s
carboidratos mais acessiveis ao ataque enzimético e/ou quimico, aumentando assim

o rendimento em agucares fermentasciveis. (WOLF, 2009).

3. 7 PRE-TRATAMENTO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: aumentar a area superficial da
biomassa, evitar ou minimizar a formagdo de compostos inibidores do processo
tanto na etapa de hidrélise quanto na etapa de fermentacédo, preservar as pentoses

maximizando os rendimentos em agUcares e reduzir o grau de cristanilidade da
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celulose. (HSU, 1996 apud RABELO, 2010). O efeito que o pré-tratamento quimico

causa em materiais lignocelulésicos é apresentado na figura 11.

Lignocellulose Hemicellulose
S S B Py f§ b 5 L
/ Cellulose
Lignin
Pretreatment

'_/.o.o o T o ..\.,\:.

—— SR P .‘\.\:‘._.’}v
__k —_— 3
\T'\\ —_— _

Figura 11 - Efeito de pré-tratamento quimico em materiais lignocelulésicos.
Fonte: HECTOR (2009) apud SANTOS (2012, p. 26).

Existem varios tipos de pré-tratamento de biomassa lignocelulésicas (Figura
12), esses podem ser classificados em trés grupos principais: fisicos, quimicos,
biol6gico e o combinado. (MOSIER. et al. 2004).
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Operacoes (fatores) que

Métodos ocasionam mudanca na Tipo de mudanca Referéncias
estrutura do substrato

Fisico Moagem e trituracio (bola, Aumento da area AZUMA et al.
energia vibratéria, rolo duplo. superficial e tamanho (1985),
pressdo, martelo): radiacdo dos poros da particula, KOULLAS er
(raios de elétrons, raios v, diminuicdo do grau de al. (1992),
micro-ondas): altas polimerizacdo. RAMOS er al.
temperaturas (pirolises, (1993b).
explosdo a vapor).

Quimico Bases, acidos, gases, agentes Deslignificacdo, FARID er al.
oxidantes e redutores, diminuicdo do grau de (1983).
solventes organicos. polimerizacdo e SZCZODRAK

cristalinidade da et al. (1986),
celulose associada com  BES er al.

o inchaco da amostra, (1989).
aumento da porosidade.

Biologico Bolor branco (Pleurorus. Deslignificacdo e ROLZ et al.
Pycnoporus, Ischnoderma. reducdo do grau de (1986).
Phlebia, etc.). polimerizacdo da MES-

celulose e HARTREE ez
hemicelulose. al. (1987)

Combinado Tratamento alcalino associado Degradacdo da PURIe
com explosdo a vapor, hemicelulose, PEARCE
moagem acompanhada com deslignificacdo, (1989).

tratamento alcalino ou
tratamento acido.

aumento da area
superficial e tamanho
dos poros.

Figura 12 - Métodos de pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos para hidrélise enzimatica.
Fonte: SZCZODRAK e FIEDUREK (1996) apud RABELO (2010, p. 35).

3.8 HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os processos para a producdo de combustivel com a utilizacdo de residuos
lignoceluldsicos envolvem a hidrélise dos polissacarideos, que convertem 0s mesmo
em monossacarideos e posteriormente a fermentacdo para a producdo do etanol
lignoceluldsico. Para realizar esse processo de hidrolise séo necessarias tecnologias
complexas e multifasicas, com a utilizacdo de rotas acidas ou enzimaticas para a
separacdo dos acuUcares e remocdo da lignina. Uma configuracdo genérica é
apresentada na Figura 13. (BNDES et al. 2008).
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Figura 13 - Esquema do processo de producao de etanol por meio da hidrélise da biomassa.
Fonte: HAMELINCK et al. 2005 apud SILVA,2010, p. 27).

3.8.1 Hidrdlise acida

O processo bésico de hidrélise acida consiste em utilizar um é&cido forte para
atacar as ligagdes glicosidicas entre os monossacarideos de um polissacarideo. Os
acidos, normalmente utilizados para a obtencdo de hidrélise em laboratério, séo os
acidos trifluoroacético, acido cloridrico e acido sulfurico. Esses acidos se comportam
de maneiras diferentes. O acido trfluoroacético quebra preferencialmente as ligaces
mais fracas, e as ligacbes do tipo alfa (a) presente nas ramificagcbes das
hemiceluloses, ja o &cido sulftrico e cloridrico, discriminam pouco as ligacdes
glicosidicas de diferentes tipos, atacando celulose e hemiceluloses. (BUCKERIDGE,
et al. [20137]). Na Figura 14 é apresentado o diagrama da hidrélise &cida.
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Figura 14 - Diagrama da hidrolise acida.
Fonte: BUCKERIDGE et al. ([20137], p. 10).
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Esse meétodo de hidrélise &cida existe uma grande desvantagem, ela
necessita de equipamentos altamente resistentes a corrosdo, 0 que ocasiona 0
aumento do custo do produto final, que é o etanol. Além disso, € necessaria a
recuperacao do acido utilizado nesse processo, devido a razdes econbmicas e

problemas ambientais. (SZENGYEL, 2000 apud RABELO, 2010).

3.8.2 Hidrdlise enzimética

Quando utilizamos as enzimas para a producdo de etanol celulésico o
processo se torna mais complexo, pois a celulose é protegida por materiais
resistentes ao ataque quimico, como € o caso da lignina e a hemicelulose, pois a
quebra desses polimeros que sdo as maiores dificuldades no processo de hidrdlise.
(ROSA; GARCIA, 2009 apud SILVA, 2010). A enzima utlizada nesse tipo de
hidrolise normalmente € a celulase, que tem como funcdo catalisar a reagéo, ou
seja, acelerar a conversdo da celulose & glicose. (DILLON, 2004 apud SANTOS,
2012).

Esse processo enzimético é realizado em condicdes brandes, ou seja, com
pH entre 4 e 5 e temperatura entre 45°C e 50°C, o custo utilidade é relativamente
baixo (SUN e CHENG, 2002), além disso ele possibilita a fermentagdo simultanea &
hidrolise (SSF), permite maiores rendimentos e apresenta baixo custo de
manutenc¢&o. (KOVACS et al., 2009 apud SILVA, 2010).

A hidrélise enzimética é realizada para converter os polissacarideos da
celulose para acucares fermentesciveis. (SILVA, 2010). A Figura 15 representa

esquematicamente um sistema celulésico.
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Figura 15 - Representacdo esquematica de um sistema celulésico.
Fonte: ARO et al. 2005 apud SILVA, 2010, p. 30).

3.9 FERMENTACAO

Fermentacdo alcodlica € quando transformamos a matéria-prima em élcool,
isto é realizado por acdo de microorganismos, usualmente leveduras da espécie
Saccharomyces cereviseae. Para que a fermentagdo possa ter um bom rendimento,
€ necessario que se misture ao mosto uma quantidade de levedura capaz de
converter agucares em alcool e gas carbonico. (ALCARDE, 2011).

Para escolhermos as leveduras que vamos utilizar no processo de
fermentacdo, é necessario levar em conta varios fatores, tais como: velocidade da
fermentacdo; tolerancia ao alcool; rendimento; resisténcia e estabilidade. A
velocidade é a caracteristica mais importante que deve ser levado em conta e ela é
determinada pela quantidade de acUcar fermentado por uma quantidade de
leveduras durante certo tempo. (ALCARDE, 2011).

Essa etapa de fermentacdo dos materiais lignocelulésicos pode ser realizada
de duas maneiras, que sdo: simultaneamente, ou seja, a hidrélise juntamente com a
fermentacdo, ou sequencialmente em duas etapas, ou seja, a hidrélise separada da
fermentacdo. (RABELO, 2010). As rotas de hidrélise e fermentacéo para a producéo

de etanol de segunda geracéo é apresentado na Figura 16.
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Figura 16 - Rotas de hidrélise e fermentacao
Fonte: (OGIER.1990 apud RABELO, 2010, p. 70).

Dentre esses dois processo 0 que tem mostrado maior vantagem € o
realizado sequencialmente em duas etapas, onde ocorre primeiramente a hidrolise,
sendo ela acida ou enzimatica, e em seguida a fermentagdo. Portanto a maior
vantagem deste processo € que quando separadas as etapas podem ser realizadas
em condicdes Otimas, pois para a hidrélise enzimética, a temperatura considerada
6tima é da enzima, que é em torno de 50 °C, ja o da fermentacao € entre 30 °C e
34°C. (RABELO, 2010).

3.10 PROCESSOS COMBINADOS

Nesse tipo de processo a hidrélise enzimatica é utilizada em diferentes rotas,
os dois métodos mais utilizados sao: a hidrolise simultdanea a fermentacdo e a

hidrélise separada da fermentacgao.
3.10.1 Hidrolise enzimatica separada da fermentacéo (SHF)

SHF — separate hydrolysis and fermentation: a hidrélise da celulose, separada
da fermentacéo e da glicose séo realizadas em reatores diferentes; a fermentacgéo
da pentose ocorre em outro reator. O esquema simplificado da hidrélise enzimatica

separada da fermentacgéo é apresentado na Figura 17.
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Figura 17 -Esquema simplificado do SHF.
Fonte: (HAMELINCK. et al. 2005 apudSILVA, 2010, p. 33).

Algumas estimativas vém sendo feitas no que se refere & eficiéncia da
hidrélise da celulose, umas delas é que usando o método SHF podemos ter uma
eficiéncia de 75 a 80%. Isso significa que com uma tonelada de bagaco, que
representa 37% de celulose, conseguiremos obter de 300 a 350 litros de etanol.
Essas estimativas foram feitas levando em consideragdo 90% de eficiéncia da
fermentagéo da glicose. (ROSA; GARCIA, 2009).

Uma das grandes vantagens quando utilizamos esse método é que 0 mesmo
permite que a hidrélise e a fermentacdo sejam conduzidas em condi¢cées 6timas
para cada etapa. A temperatura ideal para as celulases esta entre 45°C e 50°C.
(OLSSON et al., 2006 apud SANTOS, 2012 ). Uma das desvantagens desse mesmo
produtos finais de hidrolise que é a glicose e celobiose; com isso pode ocorrer a
contaminacédo, pois o tempo envolvido nesse processe de hidrélise € longo, e a
solugcdo de agucares formado torna-se um fonte disponivel ao ataque de
microorganismos indesejados. Além de tudo isso as proprias enzimas se nao
utilizadas corretamente podem ser uma fonte com grande potencial de
contaminagdo. (TAHERZADEH; KARIMI, 2007apudSANTOS, 2012).

3.10.2 Hidrdlise enzimatica e fermentacéo simultanea (SSF)

Esse tipo de processo é a combinacdo da hidrélise enzimatica dos materiais

pré-tratados e a fermentagcdo em um Unico evento. Essa reacdo tem como umas das
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principais vantagens a consumac¢ao da glicose, que € feita imediatamente pelos
microorganismos fermentadores, essa glicose é produzida através da atividade das
celulases, a consumacédo da glicose minimiza os efeitos inibitérios causados pela
mesma. Com iSSO esse processo apresenta outras duas vantagens importantes que
sdo 0 aumento na producéo de etanol, pois menos cargas enzimaticas sdo utilizadas
no processo e a reducédo do risco de contaminagao, pois a presenca de etanol reduz
essa possibilidade. (McMILLANet al., 1999 apud SANTOS,2012). Na Figura 18 é
apresentado um diagrama de blocos do processo de hidrélise enzimatica e

fermentacéo simultanea.

PRODUCAO
DE CELULASES

PRE-TRATAMENTO
HIDROLISE
HEMICELULOSE

HIDROLISE ENZIMATICA
DA CELULOSE &
FERMENTACAO C6

I

FERMENTACAO
Ccs

DESTILACAO

Figura 18 - Diagrama de blocos do processo de hidrolise enzimatica e fermentacéo
simultanea (SSF).
Fonte: (PEREIRA. et al. [20127?] apud SANTOS, 2012,p. 53).

3.11 DESTILACAO

A destilacdo é a parte final para a produgdo do etanol. Esse processo
funciona da seguinte maneira: um liquido, que esta sendo aquecido, passa para a
fase gasosa e em seguida ele é condensado, voltado para seu estado liquido.
(DESTILACAO..., c2007).

A destilacdo acontece apOs a fermentacdo, onde os meios acucarados
passam a ser chamados de vinho, que é uma mistura hidro-alcodlica, essa mistura é
composta por substancias gasosas, sOlidas e liquidas; e é desse material que

conseguimos separar o etanol por meio de destilacdo, com isso gerando vapores de
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alcool e agua, que apés ser condensado formam um liquido de concentragcédo

superior ao vinho, e sem substancias solidas. (LIMA et al., 2001).
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4 MATERIAIS EMETODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Quimica da Universidade
do Sagrado Coragédo, Bauru-SP e no Laboratério de Residuos Sélidose Compdsitos,
da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade Estadual Paulista (FCA-
UNESP), Botucatu-SP.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Sorgo Sacarino

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se o bagaco do sorgo
sacarino, fornecido pela fazenda experimental da Universidade Sagrado Coragéo
(USC), denominada “Recanto do Sagrado Cora¢do”, localizada no municipio de

Agudos no Estado de S&o Paulo.

4.1.2 Enzima

A enzima utilizada nesse trabalho foi Accellerase ® 1500 celulase, fornecida
pelo Prof.Dr. Alcides Lopes Leédo, do Departamento de Engenharia Rural da FCA-
UNESP. A celulase é um complexo enzimético utilizado para a biomassa
lignoceluldsica, pois tem a capacidade de fermentar monossacarideos, além de ter
altos niveis de atividade beta-glicosidase que assegura a conversdo quase completa
da celobiose & glicose. (ACCELLERASE..., 2013).

Essas enzimas celulases sé@o proprias para degradar e estrutura complexa da
celulose, pois é um polimero constituido de glicose com unidades de repeticdo
CesH1005 com ligagdes glicosidicas B-1,4 (NREL, 2011 apud CINELLI, 2012).
Portanto, como j& dito, esse complexo € composto por grupos de enzimas e sao
divididos em trés grupos (LYND et al., 2002 apud CINELLI, 2012): o primeiro séo as
endoglucanases, como a B-1,4-endoglucanase (EC 3.2.1.4), que tem como objetivo
dividir as liga¢gdes internas da fibra celulésica, o segundo s@o as exoglucanases,
como a 1,4- B-D-glucanaglucanohidrolase (EC 3.2.1.74) e a celobiosidase (EC

3.2.1.91), que agem na regido externa da celulase e o terceiro grupo que séo as f3-
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glicosidases, como a B-1,4-glucosidase (EC 3.2.1.21), que tem como objetivo

hidrolisar oligossacarideos soluveis a glicose. (CINELLI, 2012).

4.1.3 Levedura

A levedura utllizada para a realizagdo deste trabalho foi leveduras
Saccharomyces cerevisiae a cepa usada foi a Fleischmann®.
Essa linhagem Fleischmann® foi a escolhida por apresentar seu amplo uso

em processo industrias, como a producgéo de etanol. (CHERUBIN, 2003).

4.2 METODO

4.2.1 Teor de umidade

A biomassa utilizada para a hidrélise estava em estado Umido. Desse modo,
foi necesséario determinar o teor de umidade para se determinar a eficiéncia da
hidrdlise, em base seca.

O teor de umidade da amostra foi determinado por diferenca de peso antes e
apbs secagem da amostra a 105°C.

O célculo utilizado pra a determinacdo do teor de umidade é descrito na
equacdao (01)

U% = (P,— Ps/ Py) x 100% (1)

4.2.2 Preparo da matéria-prima
4.2.2.1 Moagem do sorgo sacarino
O bagago do sorgo sacarino, como recebido, foi moido em um moinho de

facas, secado a 60°C em uma estufa e armazenado em sacos plasticos até o

momento do uso.
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4.2.2.2 Pré-Tratamento Quimico

O pré-tratamento quimico € uma das partes mais importantes do processo de
producéo de etanol de segunda geragdo. Nessa etapa acontece a abertura das
fibras vegetais, com exposi¢ao das microfibras de celulose e parcial perda da lignina

e hemicelulose existente na biomassa.

4.2.2.3 Abertura da Amostra

Para a abertura da amostra foi utilizado um tratamento basico associado a
explosdo a vapor. Em um béquer foram adicionados 100 g de bagago em 2 L de
solugdo NaOH 2% (m/v). A mistura foi colocada em uma autoclave vertical por 30
minutos a temperatura de 133°C e 2 atm de pressdo. Apos o tempo desejado, a
pressao da autoclave foi rapidamente liberada, no que se constitui a “explosao por
vapor”. Por fim as amostras foram retiradas, lavadas e passadas por uma peneira,

removendo-se manualmente o excesso de agua das fibras.

4.2.2.4 Branqueamento

Essa € a Ultima etapa de pré-tratamento do bagaco, onde a amostra que
passou pelo processo de abertura das fibras é adicionada em 2 L de solugdo NaOH
2% e NaClO 2% (v/v). A mistura foi colocada em uma autoclave vertical por 30
minutos a temperatura de 133°C e 2atm de pressdo. Apos o tempo desejado foi feita
a explosédo por vapor. Por fim as amostras foram retiradas, lavadas e passadas por
uma peneira, removendo-se manualmente o excesso de &gua das fibras. O
processo oi repetido por mais uma vez. Apds a etapa de branqueamento, as
amostras foram filtradas a vacuo, recolhidas em frascos fechados e armazenadas
em geladeira até o uso para a hidrolise. Na Figura 19 é apresentada a autoclave

vertical, equipamento utilizado para realizar a etapa de branqueamento da amostra.
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Figura 19 - Autoclave vertical.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.3 Hidrélise enzimética

Para a hidrolise enziméatica, aproximadamente 14 g (base seca) da biomassa
pré-tratada foram adicionadas em 500 ml de agua destilada. O pH foi ajustado para
4,8 utilizando-seécido citrico. O ajuste desse pH foi necesséario para que a mistura
apresentasse em condi¢cfes de pH ideais para a realizacdo da hidrélise enzimética.

Posteriormente, foi adicionado em cada amostra 3,5 ml de enzima
Accellerase 1500 e por fim os frascos foram fechados e encubados a temperatura de
50°C, em agitacdo magnéticaconstante durante todo o tempo desejado. A hidrélise

enzimatica foi analisada em 25 horas, 50 horas e 100 horas.

4.2.4 Fermentacéo

Na fermentacéo foram utilizados dois métodos, o SHF (fermentacdo simples)

e SSF (fermentacédo simultanea).

4.2.4.1 Fermentacao simples

A fermentacdo simples ocorreu a partir da solugdo da biomassa hidrolisada,
obtida como descrita em 4.2.3. Ao material hidrolisado, foi adicionada 2% (m/v) de
levedura Saccharomyces cerevisiae. Em seguida, os frascos foram fechados e

encubados a temperatura de 38°C, em agitacdo magnética constante durante todo o
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tempo desejado. A fermentagcdo simples foi realizada por 25 horas, 50 horas e 100
horas. Ap6s a fermentacao, o etanol foi separado da mistura através de destilagcéo
fracionada.

4.2.4.2 Fermentacao simultanea

Nesse caso, a fermentacdo aconteceu simultaneamente com a hidrélise. Foi
realizado o mesmo procedimento experimental aplicado para a hidrolise simples,
porém, foram adicionados 2% (m/V) da levedura Saccharomyces cerevisiae e 3,5
mL da enzima Accellerase ® 1500. Em seguida as amostras foram levadas para a

estufa a 38°C, durante 25 horas, 50 horas e 100 horas.

4.2.5 Destilag&o do etanol

O etanol foi separado da mistura por destilacdo fracionada, como ilustrado na
Figura 20. A destilacdo da mistura de etanol foi realizada a uma temperatura em

torno de 95°C para todas as amostras.

Figura 20 - Destilag&o do etanol.
Fonte: Elaboradopela autora.
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4.2.6 Determinacédo de agucar total na mistura de biomassa hidrolisada

O teor de acgUcar redutor total presente na amostra hidrolisada foi determinado

utilizando-se o método de Eynon-Lanea.

4.2.6.1 Preparo do Fehling A e B para a andlise de agucar total e redutor

Para a preparacéo do Fehling A, foi dissolvido 35,639 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H,0) em &gua. Em seguida acrescentou 0,5 ml de &cido
sulfdrico concentrado (H2SO,), e por fim, completou-se com &gua destilada um baldo
volumétrico de 500 ml.

Para a preparacdo do Fehling B foi dissolvido 174 g de tartarato de sodio e
potassio (KNaC4H,06-4H,0) e 50 g de hidroxido de sodio (NaOH) em agua,
completando com agua destilada um baldo volumétrico de 500 ml.

Essas duas solugdes foram preparadas para serem utilizadas na analise de

acucares totais e redutores.
4.2.6.2 Andlise de acgUcares totais e redutores — Método de Eynon-Lanea

Apos o processo de hidrélise da celulose, que teve com objetivo converter as
amostras em acucares, foram realizados testes em cada material para analisar

acucares redutorestotais.

4.2.6.2.1Preparo das amostras

Nessa etapa de preparo das amostras foram adicionadas 125 ml de cada

(25h, 50h, 100h) em béquer de 250 ml, cada uma delas com o pH préximo de 7.
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4.2.6.2.2 Clarificacdo das amostras

Foi adicionado em cada amostra 5 ml de ferrocianeto de potéassio (Ka
[Fe(CN)g]) 0,25M e 5 ml de acetato de zinco(Zn (C, Hz O2),)1M, apds isso agitado e
filtrado.

4.2.6.2.3 Obtencao do aclcar redutor

Apos a clarificagdo, o filtrado das trés amostras (25h, 50h, 100h) foi recolhido
separadamente em baldo volumétrico de 250 ml, completado com agua destilada, e

por fim obtido o agUcar redutor das amostras.

4.2.6.2.4 Determinacdo volumétrica

Primeiramente, a solugdo de Fehling foi padronizada utilizando-se uma
solucéo de glicose a 1%. A partir disso, calculou-se o fator de conversdo para ser
usado como parametro das analises das amostras, e deu-se continuidade nos
estudos para tais determinagodes.

A reacdo utilizando o Fehling se baseia no poder de redugéo que os agucares
redutores tem sobre o cobre que esta presente nas solugfes de Fehling tituladas. A
titulagdo é realizada com aquecimento de modo que o erlemeyer apresente a todo
momento uma solu¢do em ebulicdo. Com isso é possivel criar um 6timo meio para
gue os acuUcares redutores reduzam o cobre inicialmente o estado de oxidacao +2
para o estado de oxidagdo +1, isso quando o pH do meio basico, ditado pela
presenca de hidroxido de sédio que esta presente também nas solugfes de Fehling.
(LIRIO, 2010).

Portanto a determinacdo volumétrica foi realizada em triplicata para cada
amostra. Foram separados trés erlemeyer para cada uma delas, de 25 horas, 50
horas e 100 horas, e nos mesmos adicionados 5 ml da solugéo de Fehling Ae 5 ml
de Fehling B, juntamente com 30 ml de &gua destilada (titulado). Essas solucdes

foram aquecidas, por um agitador magnético com aquecimento, até atingir a fervura.
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Em uma bureta foram adicionados 50 ml da solugéo clarificada de acucar
redutor (titulante) e apos o titulado atingir o ponto de fervura foram adicionados 4 mL
do titulante.

Depois de adicionados os 4 ml da solugéo clarificada foi necessério esperar
com que a mesma atingisse o ponto de fervura novamente. Logo foram adicionadas
4 gotas da solucdo de azul de metileno 2% e se iniciou a titulacdo até a mesma
atingir seu ponto final. Possibilitando identificar com a mudanca de cor, quando o
sobrenadante ficou incolor, ou seja, quando a cor azul desapareceu.

Esta determinacg&o volumétrica procede-se da mesma maneira para a solugao

clarificada de agUcares totais.

4.2.7 Determinac¢aodo etanol

O etanol obtido na destilag&o foi quantificado a partir do método de oxidag&o

por dicromato de potéssio e retrotitulagdo com solucéo de tiossulfato de sodio.

4.2.7.1 Preparo das amostras

As amostras foram inicialmente diluidas; uma aliquota de 5 ml de cada
amostra foi diluida para um volume de 250 ml com &gua destilada, em baldo
volumétrico. Cada amostra foi submetida a oxidacéo, através do procedimento:

1) Em um béquer de 250 mL, adicionou-se 10 mL de amostra diluida;

2) Em seguida foi adicionado 10 mL de solu¢do dicromato de potéssio

(0,05M);
3) A mistura foi colocada em banho de gelo, em seguida foram adicionados
20 mL de solucgédo de acido sulfarico 50%;

4) A mistura foi removida do banho de gelo e foram adicionados 10 mL de

solucédo de iodeto de potéssio (0,5M), sendo imediatamente titulada com

solucéo de tiossulfato de sédio (0,1 M).

A titulagdo foi realizada em um equipamento titulador automatico Metrom
Tritando 852 (Figura 21), utilizando-se o software Tiamo, para a determinagao direta

da concentragdo de etanol na amostra.
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Figura 21 — Titulador Metrom Tritando 852.
Fonte: Laboratério de Residuos Sdlidos e Compdsitos, da Faculdade de Ciéncias
Agronbmicas da Universidade Estadual Paulista (FCA-UNESP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

A producdo do etanol de segunda geracao € um processo um pouco mais
complexo que a do comum, devido & necessidade de hidrélise do material celuldsico,
indispensavelpara a obtengdo dos aglcares fermentesciveis.

O pré-tratamento é considerado de vital importancia no processo de hidrolise,
uma vez que a celulose esta associada a outras substancias (hemicelulose, lignina,
extrativos, cinzas) na biomassa vegetal, sendo necessarios processos que
exponham a celulose a enzima.

Para a producédo de etanol a partir da hidrélise enzimatica, observa-se que 0s
pré-tratamentos mais utilizados sédo éacidos e a explosdo por vapor em altas
pressdes e temperaturas sem a adicao de reagentes quimicos.

Neste trabalho foi utilizada a metodologia de explosdo por vapor em baixa
pressdo e temperatura, associada a adicdo de hidroxido de sédio e hipoclorito de
sbédio em baixas concentracdes (2%) como pré-tratamento do sorgo sacarino. Esta
metodologia é potencialmente vantajosa por utilizar menos energia do que a
exploséo em altas pressoes e por resultar em biomassa com baixo teor de lignina. A
lignina € conhecida por ter propriedades de inibicdo do processo de hidrélise
enzimatica. Como fator indesejavel, existe a producdo de residuos quimicos no

processo, que necessitam ser gerenciados.

Figura 22 - Celulose obtida apés o pré-tratamento.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica foi realizada como descrito no procedimento
experimental. A selecdo das condi¢des de hidrolise (tempo, pH e temperatura) foram
baseadas nos resultados apresentados na ficha técnica da enzima Accellerase
1500® Duppont, considerando a cana-de-agiicar, devido suas caracteristicas
semelhantes as do sorgo sacarino.

Os resultados da hidrdlise séo apresentados na Figura 24. Observa-se o que
a celulose de sorgo sacarino hidrolisou com facilidade, obtendo-se o rendimento de
96% da biomassa ap6s 118h.

A hidrdlise feita com o bagaco do sorgo sacarino foi maior que os valores
descritos para a hidrélise do bagago da cana-de-acucar. Este fato € explicado pela
diferenca no pré-tratamento, (acido para a cana-de-agucar, basico para o sorgo), e
na concentracdo de sdlidos maior na hidrélise de cana de acgucar, o que diminui 0

rendimento em comparagao com 0 sorgo.
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Figura 23 - Hidrdlise do bagacgo sorgo em relacédo ao da cana-de-acgUcar.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.1 Acgucar redutor total

Apos a realizagd@o da hidrolise enzimatica, foi retirarada uma aliquota de cada

amostra para determinacdo do aguUcar redutor total. Através do teor de agucar
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redutor total é possivel avaliar o processo de hidrélise, bem como o processo de
fermentacgéo, para a obtencéo do etanol.

As concentra¢cdes de acucares redutores totais foram determinadas de acordo
como descrito nos materiais e métodos, sendo o0s resultados apresentados na Figura
25.

Tempo de hidrélise ART
(h) (9)
25 6,579
50 8,621
118 10,0

Figura 24 - Valores de aclcares redutores total apds hidrélise do bagacgo do sorgo.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 FERMENTACAO SIMPLES E SIMULTANEA

Apo6s a hidrélise do bagago do sorgo sacarino, em diferentes tempos, foi
realizada a fermentagcdo simples. A fermentagdo simultanea foi realizada para
determinar a sinergia do processo de hidrélise e fermentac@o. Os resultados s&o
apresentados na Figura 26.

A fermentag&o simples em 100 horas, resultou em teor de etanol maximo de
26,8 g/L, enquanto a fermentacdo simultanea resultou em teor méximo de 46,6 g/L
de etanol.

O maior rendimento da fermentacéo simultdnea em comparacéo a simples, €
explicado através da dindmica do processo, ou seja, a medida que a celulose é
transformada em acgucares de cadeia curta pelas enzimas, estes sdo transformados
em etanol pelo microorganismo. Portanto todo esse processo tende a aumentar a
conversdo de etanol pela diminuicdo da producdo de compostos inibidores do
crescimento dos microorganismos.

A fermentagdo simultdnea ainda apresenta outra vantagem importante, no
caso de producgdo industrial: a eliminagdo de dois reatores diferentes, ou seja, um

pra ser realizada a hidrélise e outro para a fermentacgdo, diminuindo assim 0s custos.
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Figura 25 - Comparacéo entre hidrolise simples e simultanea.

Fonte: Elaborada pela autora.

50



51

6 CONCLUSOES

O sorgo sacarino é uma biomassa com elevado potencial para a producéo de
etanol de primeira e segunda geragéo, devido ao curto ciclo de cultivo, e producéo

de agucares fermentesciveis de origem do caldo bem como da hidrélise do bagaco;

O pré-tratamento, com reagentes basicos e explosdo por vapor em baixa
pressao e temperatura, foi eficiente na remogdo de lignina, deixando exposta a

celulose para o ataque enzimatico;

A fermentacé&o simultdnea mostrou-se a melhor rota para obtencdo do etanol,

de acordo com a metodologia proposta;

O método utilzado para a andlise de agucar total redutor ndo se mostrou
vantajoso em comparagdo ao usado com equipamento especifico, isso foi possivel

perceber comparando os resultados pelo grafico de hidrolise;

S&o0 necessarios estudos mais detalhados para a determinacéo de viabilidade
econdbmica da obtencdo do etanol a partir do bagaco do sorgo, utilizando-se a

metodologia proposta neste estudo.
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