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RESUMO

A produgdo de etanol por fontes renovaveis, proveniente de materiais lignocelulosicos,
advindos de biomassas, ja ¢ realidade, pois ha uma grande preocupac¢do com o grande
despejo de residuos no meio ambiente. Esses residuos afetam diretamente no aquecimento
global, que ¢ resultante da pratica de despejo destas matérias de forma inutilizdvel no
meio ambiente. Desta forma, se faz necessario desenvolver pesquisas com o objetivo de
minimizar problemas ambientas. Essas biomassas apresentam em sua composi¢do trés
principais compostos: lignina, celulose e hemicelulose, sendo que a lignina ndo ¢ de
interesse na fermentagcdo, mas desempenha papel muito importante por trads de toda a
quimica da biomassa, j& a celulose e hemicelulose quando hidrolisados podem fornecer
monossacarideos capazes de serem fermentados produzindo o etanol de segunda geragao.
Este estudo analisou a viabilidade de trés biomassas para a produgao de etanol celuldsico,
sendo elas o farelo da palha do arroz, bagaco de cana-de-agtcar e farelo da casca do
milho. Foram feitas determinagdes de granulometria, umidade, cinzas, solidos totais,
atividade de agua, extrato etéreo, proteinas, extrativos totais, lignina soltvel e insolavel,
holocelulose, celulose, hemicelulose, e carboidratos totais. Os resultados encontrados
mostraram que as trés biomassas estudadas demonstram grande potencial em aplicagdo
para cogeracdo de energia, devido ao seu baixo teor de cinzas que foram de 7,99% para
o farelo da palha do arroz, 2,7% para o bagaco da cana-de-agucar, e 3,47% para o farelo
da casca do milho. Os resultados mostraram também a possiblidade de aplica¢do para a
bioconversdo e produgdo do bioetanol, devido a presenca consideravel de polissacarideos,
38,33% de celulose, 19,73% de hemicelulose para o farelo da palha do arroz, 27,09% de
celulose, 5,61% de hemicelulose para o bagaco da cana-de-agucar, e 55,75% de celulose,

12,93% de hemicelulose para o farelo da casca do milho.

Palavras chave: Lignocelulosicos, Celulases, Etanol de segunda geracdo, Bioetanol.



ABSTRACT

The production of ethanol from renewable sources, derived from lignocellulosic
materials, from biomass, is already a reality, as there is a great concern about the large
dumping of waste into the environment. These residues directly affect global warming,
which is an effect resulting from the practice of disposing of these materials unusable in
the environment. Thus, it is necessary to develop researches with the objective of
minimizing environmental problems. These biomasses present the three main
compounds: lignin, cellulose and hemicellulose, and lignin is not of interest in
fermentation, but plays a very important role behind all biomass chemistry, cellulose and
hemicellulose when hydrolysates can to provide fermentable monosaccharides producing
the second generation ethanol. This study attempted to analyze the viability of three
biomasses for the production of cellulosic ethanol, such as rice bran, sugarcane bagasse
and corn husk meal. Determination of granulometry, moisture, ash, total solids, water
activity, ethereal extract, proteins, total extractives, soluble and insoluble lignin,
holocellulose, cellulose, hemicellulose, and total carbohydrates were made. Results
showed that the three biomasses studied showed a great potential in application for energy
cogeneration due to their low ash content, which was 7.99% for rice bran, 2.7% for
sugarcane bagasse, and 3.47% for corn husk meal. The results also showed the application
for bio-conversion and bioethanol production, due to the presence of polysaccharides,
38.33% cellulose, 19.73% hemicellulose for rice bran, 27.09% cellulose, 5.61%
hemicellulose for sugarcane bagasse, and 55.75% cellulose, 12.93% hemicellulose for

corn husk meal.

Key words: Lignocellulosic, Cellulases, Second generation ethanol, Bioethanol.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O setor agroindustrial produz residuos derivados de materiais lignocelulosicos,
que podem ser aplicados a bioprocessos, gerando o bioetanol, essas biomassas sdo
provenientes, como por exemplo, do bagago de cana-de-agucar, residuos do arroz, de
milho e de trigo. Sendo que os maiores produtores destes residuos sdo da América do Sul,
Asia, Estados Unidos e Europa, respectivamente (VALE, 2013). Estes residuos em maior
parte das vezes sdo utilizados como ra¢do animal, combustiveis domésticos ou até¢ mesmo
para a cogeragdo de energia, porém, grande parte destes ainda ficam inutilizados, o que
se pode chamar de excedentes (SANTOS, 2012). Com a crescente preocupagdo com o
meio ambiente, tem-se estudado um destino para esses residuos gerados na pratica
agroindustrial, ao qual uma das alternativas encontradas ¢ a produc¢do do etanol de
segunda geracdo, agregando valor a essas biomassas, sendo que estas podem ser da casca
e farelo da palha do arroz, bagaco da cana-de-agucar, casca, espiga e entre outras partes
residuais do milho, e entre outras biomassas que poderdo ser transformados em etanol
(GOMBERT; MARIS, 2015).

O etanol representa em torno de 75% de todo biocombustivel disponivel, sua
producdo aumentou de aproximadamente 50 bilhdes de litros em 2007 para
aproximadamente 98 bilhdes de litros em 2015, sendo os Estados Unidos e o Brasil os
principais produtores, usando predominantemente substratos simples, como milho e cana-
de-agucar, respectivamente (RASTOGI;, SHRIVASTAVA, 2017). O Brasil € um grande
produtor de matérias-primas, principalmente no setor de agtcar e alcool, assim € gerado
muitos residuos em detrimento desta pratica.

De acordo com a Unido dos produtores de bioenergia (UDOP), entre abril de 2016
até margo de 2017 o Brasil produziu mais de 27 milhdes de m* de etanol, tanto anidro,
quanto hidratado. A regido Centro-Sul liderou com a producdo de mais de 26 milhdes de
litros, em segundo ficou a regido Norte com mais 1 milhdo de litros produzidos e o
Nordeste com 368 mil litros. Os estados que mais se destacaram na produgdo foram Sao
Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, contribuindo com 13702767 m3,
4400950 m3, 2709300 m? e 2657455 m3, de etanol produzidos, respectivamente (UDOP,
2017).
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Capitulo 1 - Introdugdo

O etanol ¢ produzido praticamente por matérias-primas ricas em agucares simples
(glicose e frutose), como cana-de-agicar € milho. H4 um grande esfor¢o da comunidade
cientifica para que se desenvolva novos processos que sejam economicamente viaveis
para aproveitamento dos componentes residuais gerados dessas matérias-primas,
chamados de biomassa. Neste caso sdo biomassa de praticas agricolas (palha e bagaco de
cana-de-agucar, palha de trigo e arroz, e residuos do milho) e residuos florestais (po e
restos de madeira) (SANTOS ef al., 2012).

Um dos grandes desafios envolvidos no processo de produgdo de etanol de
segunda geracdo estd em torno da defini¢do de qual melhor pré-tratamento utilizar em
escala industrial, visto que este deve ser de baixo custo, € a0 mesmo tempo tem-se o
empecilho critico que ¢ a formagdo de compostos inibidores da fermentacdo alcodlica
(DRABER; FARIA, 2013). Um estudo realizado pelo Laboratorio Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol (CTBE) analisou o custo da produgdo do etanol de segunda
geracdo que ¢ de R$ 1,50/litro, enquanto o etanol de primeira geracdo ¢ de R$ 1,15/litro.
As expectativas se concentram que em até 2020 o valor do etanol de segunda geracgio se
torne mais baixo que o de primeira geracdo, ao qual os valores fiquem entre R$ 0,50 a
0,90/litro, sendo essa a uma grande dificuldade (UDOP, 2017).

A maioria dos residuos gerados, durante a pratica agroindustrial, sdo ricos em
polimeros de carboidratos, que ndo sdo fermentesciveis (celulose e hemicelulose), assim
¢ necessario um estudo mais aprofundado sobre as quantidades e a disponibilidade destas
para a aplicagdo de uma hidrélise, e os tornando disponiveis como substrato para a

fermentagdo produzindo assim o etanol de segunda geracdo (RAELE e al. 2014).

1.1 Objetivo

O objetivo geral do presente trabalho ¢ a caracterizag@o dos residuos gerados no
processamento da cana-de-agucar, do beneficiamento do arroz e residuos do milho, para
posterior utilizagdo como substrato na obten¢do do complexo enzimético e substrato para
o processo de etanol de segunda gerag@o. Os objetivos especificos deste trabalho, sdo:

1. Realizar a revisdo bibliografica do tema proposto com o intuito de expandir os
conhecimentos e poder comparar os resultados experimentais obtidos com a literatura.

2. Caracterizar a composi¢do centesimal destes residuos, de forma a avaliar a
concentracgdo de dgua, gordura, proteina, cinzas e carboidratos.

3. Caracterizar o teor de agucares redutores, acucares totais, hemicelulose,

celulose e lignina de cada residuo.

14



Capitulo 1 - Introdugdo

4. Avaliar possiveis aplicagdes destes residuos para a producdo do complexo
enzimatico, visando principalmente a producdo de celulases, e como substrato para a

fermentag@o alcoolica de etanol de segunda geragio.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol

Nas ultimas décadas, o uso de combustiveis tosseis para a producdo de energia
tornou-se uma grande causa de preocupacdo para a humanidade. Os principais impactos
do uso em automéveis € o aumento da poluigdo em centros e concentragdes crescentes de
gases de efeito estufa. Através de interesses ambientais, economicos, politicos e sociais,
muitos paises ja estdo implementando politicas publicas para incentivar a substitui¢do do
petroleo por biocombustiveis em matrizes de energia (DEMCZUK; PADULA, 2016).

Os conceitos desenvolvimento e sustentabilidade estdo passando por um processo
de aprimoramento e discussdes. O debate tem por objetivo provocar reflexdo que
privilegie a constru¢do de novas visdes, principalmente quando se refere a questdo
energética global. A literatura cientifica especializada tem enfatizado a discussdes sobre
a produgdo agroenergética como forma de redugdo das emissdes de gases de efeito estufa.
A discussdo sobre a producdo dos biocombustiveis esta voltada para argumentos que
abrangem a inclusdo social, seguranga alimentar, e também questdes ambientais. No
intuito de amenizar as emissdes de gases de efeito estufa pelo uso dos combustiveis
renovaveis o que torna atributo favoravel a utilizagdo dos biocombustiveis em escala
mundial. A preocupagdo esta relacionada com a forma que sera atendida as demandas
interna e externa de biocombustiveis, e seus respectivos impactos ambientais no territorio
nacional (FILHO; JULIANI, 2013). Tal fato requer atengo especial de representantes do
governo brasileiro, do setor privado e da populagdo em geral.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, demonstrando grande
importancia para o agronegodcio brasileiro. A area plantada na safra de 2015/16
correspondeu a 8,7 milhdes de hectares. A demanda mundial por etanol oriundo de fontes
renovaveis teve um aumento consideravel, aliado as grandes areas cultivaveis e condi¢des
edafoclimaticas favoraveis a cana-de-agucar, tornam o Brasil um pais promissor para a
exportacdo dessa commoditie (CONAB, 2017).

As matérias-primas utilizadas para a producdo de etanol devem ser ricas em
acucares simples ou complexos, quase que exclusivamente o amido ou sacarose. Estes
acucares liberados, por exemplo, do amido de milho por enzimas hidroliticas industriais
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Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

ou sacarose derivada de cana-de-agucar (por invertase) pode ser diretamente fermentada
para etanol utilizando leveduras (GOMBERT; MARIS, 2015). Para a realizagcdo da
fermentag@o utiliza-se microrganismos capazes de realizar essa biosintese, ao qual através
do seu metabolismo em meio liquido em escala macroscopica tornara possivel a
conversdo do agucar em etanol, ou também chamado de etanol de primeira geragédo

(RAELE ef al. 2014).

2.2 Panorama atual do etanol no Brasil

As iniciativas de produgdo e comercializagdo de combustiveis alternativos no
Brasil, iniciaram na década de 1970, por meio do Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), com o objetivo de reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis em
veiculos automotores atraveés do uso de etanol. O etanol € um combustivel renovavel,
chegando a ser o biocombustivel mais consumido no Brasil e considerado uma alternativa
a gasolina. Muitos estudos apontam para uma reducdo significativa na liberagdo de
poluentes para a atmosfera através do uso deles. Além de reduzir as emissdes de poluentes
ambientalmente relevantes, ¢ um combustivel mais limpo e ecolégico em comparagio
com a gasolina (SCHIMER; RIBEIRO, 2017).

O Brasil foi um dos precursores no uso de biocombustiveis em nivel mundial e
segue em busca de alternativas ao uso do petroleo. No ambito do PROACOOL, houve a
introdug¢do do etanol no mercado de biocombustiveis em que, ainda na década de 1970, o
teor de alcool etilico anidro combustivel na gasolina representava 15%. O incentivo na
inser¢do do etanol no mercado de combustiveis seguiu em constante crescimento. Nas
décadas de 1980 e 1990, os teores deste alcool na gasolina correspondiam a 20% a 25%
(SCHIMER; RIBEIRO, 2017). Com a crescente preocupagdo internacional relacionada a
questdo ambiental manifesta-se na expansio das politicas nacionais voltadas ao incentivo
a produgdo e ao consumo de biocombustiveis. Nesse contexto, o Brasil apresenta papel
de destaque no setor sucroalcooleiro.

Nos anos 2000, o setor passou por um expressivo ciclo de desenvolvimento tanto
tecnologico quanto produtivo, fomentado pelo crescimento da demanda mundial por
alternativas aos combustiveis fosseis. No Brasil, com o advento da tecnologia flex fuel,
por exemplo, a partir de 2003, a elevagdo do percentual de mistura de etanol na gasolina,
teve um aumento significativo do etanol na matriz de combustiveis nacional, ao qual
proporcionou incentivos a investimentos em capacidade produtiva de usinas (ANP,

2016).
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Apo6s um largo periodo de quarenta anos da produgdo em larga escala de etanol
no Brasil a palavra “crise” principalmente na agroindustria canavieira, tem sido muito
usual mais que a mengdo a sua trajetoria, desafios, perspectiva e importancia (SANTOS
et al., 2016). Entretanto, em 2009 a crise chegou para o setor, assim a oferta de etanol
interna teve uma subita reducdo. Isso se deu pelos fatores relacionado a elevacdo do preco
do agucar internacionalmente e também em relago a politica de manutenc¢do dos pregos
internos da gasolina, assim foi gerado um teto artificial ao prego do etanol no intuito deste
se tornar competitivo. Reduziu-se entdo os investimentos em renovagao de canaviais, em
expansdo de capacidade e em produtividade. Houve uma mecanizagdo acelerada para
realizar melhorias, onde o setor estava despreparado para receber esta mudanca de
processos, gerando perdas de produtividade (ANP, 2016).

Em média, o mercado de combustiveis teve um decréscimo de 1,9% em termos
de volume. Este dado deve ser comparado com outros dois, sendo eles a retracdo
econdmica brasileira, a qual esta representada pela queda de 3,8 % no Produto Interno
Bruto (PIB), e em 2014 o crescimento do mercado de combustiveis de 5,3%. Estes trés
dados mostram a desaceleragdo do mercado no ambito de combustiveis em 2015 (ANP,
2016). Segundo a Unido dos produtores de bioenergia (UDOP), na safra 2016/2017 os
estados de Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais tiveram destaque, como
pode-se observar na Tabela 2.1 Produgao brasileira de etanol. E na Figura 2.1, porém néo
foi um dos melhores anos para o setor de produgéo de etanol (UDOP, 2017). Em 2015, a
producdo nacional de etanol totalizou 29,9 milhdes m3. Ainda no ano de 2015, o Brasil
importou 512,9 mil m? e exportou 1,9 milhdes m?* de etanol com elevagdo de 33,6% nas
exportagdes desse biocombustivel, comparado ao ano de 2014. Os principais destinos do
etanol brasileiro foram: América do Norte, em especial aos Estados Unidos (925,9 mil
m3); Américas Central ¢ do Sul (18,9 mil m?); e regiio Asia-Pacifico (728 mil m?)
(SCHIMER; RIBEIRO, 2017).

De fato, ¢ importante ressaltar que no ano de 2015, em relagdo ao contexto
econdmico brasileiro e ao preco da gasolina em patamares altissimos, o etanol hidratado
pdde-se destacar mais, mostrando ser competitivo quando comparado a gasolina e pode
apresentar um recorde histérico de comercializag@o de 17,9 milhdes m*. Entre os anos de
2014 e 2015, o crescimento do etanol hidratado foi registrado em 37,5%. Essa nova fase
foi muito importante para o mercado industrial canavieiro, pois este enfrentou em 2013 a
sua pior crise no setor, onde as politicas publicas vigentes davam preferéncia a investir

em combustiveis fosseis, mantendo os precos do etanol abaixo ao dos praticados no
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mercado internacional, e com estes dados pode-se reanimar (ANP, 2016), desde o ano de

2013 o Brasil vem tentando alavancar a produg@o de etanol. Entretanto atualmente as

expectativas estdo sendo baixas e isso esta diretamente relacionado as variagdes

climaticas enfrentadas nas principais regides produtoras, como se pode observar os dados

na Figura 2.2, coletados do site da Unido dos produtores de bioenergia (UDOP, 2017).

Tabela 2.1 Produgdo brasileira de etanol.

Regido Centro-Sul | Regidio Nordeste/Norte |

UF  Produg¢io (m?)

UF | Produgio (m®)

ES 60.731
GO 4.400.950
MG 2.657.455
MS 2.709.300
MT 1.220.699
PR 1.401.270
RJ 48.315
RS 2914
SP 13.702.767
Total 26.204.401

AC
AM
CE
MA
PA
PI
RO
RR
TO
AL
BA
PB
PE
RN
SE
Total

3.674
5.496
5.242
127.361
33.210
21.605
9.487

0
162.184
385.342
106.022
296.153
336.041
63.302
66.021
1621.14

Fonte: UDOP, 2017.

Figura 2.1 - Produgdo de etanol em cada estado brasileiro.
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Fonte: UDOP, 2017.
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Nos ultimos anos, o Brasil tem deixado de ser um importador liquido de
combustiveis fosseis para ser um exportado liquido de etanol. Dados de 2016, mostram
que 64 paises adotam o percentual minimo obrigatorio de mistura de biocombustivel
(etanol ou biodiesel) aos derivados de petrdleo, assim se reduz o consumo de
combustiveis de fonte ndo renovavel (ANP, 2016). O Centro de tecnologia canavieira
(CTC) tem apoiado o desenvolvimento de tecnologias visando a melhoria e
competitividade do setor. Dentre os principais interesses do CTC esta o setor voltado para
o etanol de segunda geracdo, oriundo da celulose, como resultado de processamento de
biomassas. A vantagem que o etanol de segunda geragdo proporciona ¢ a possibilidade
de desenvolver a produgdo de etanol sem a necessidade de aumentar a area plantada,
mantendo a autossuficiéncia energética industrial. Além destas, existem também os
ganhos que sdo relacionados a otimizac¢do dos custos de instalag@o e operagdo (SANTOS

etal., 2016).

Figura 2.2 - Produgéo de etanol no brasil das safras de 2012 até 2018.

Producdo de etanol no brasil da safra de 2012/2013 até
2017/2018
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5.800.000
800.000 -

12/13 13/14 14/15 15/16 16/17 17/18 (*)
Ano/Safra

Producdo em m?

(*) Valores atualizados em 01/11/2017
Fonte: UDOP, 2017.

2.3 Etanol de segunda geracio
O aumento da demanda por biocombustiveis e bioenergia motivou o uso e
materiais lignoceluldsicos como matéria-prima. Com a preocupagdo em relagdo a

disponibilidade limitada de combustiveis fosseis, economia, seguran¢a nacional e
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aceleragdo do aquecimento global, o foco estd sendo em alternativas para novas energias
renovaveis. Os combustiveis fosseis estdo se esgotando continuamente levando a sua crise
e as subidas de pregos subsequentes, tornando estes uma grande preocupagdo,
especialmente em paises subdesenvolvidos. Por outro lado, as alternativas por
combustiveis renovaveis fornecem uma opg¢ao favoravel ao meio ambiente.

Uma enorme quantidade de residuos lignoceluldsicos ¢ liberada para o ambiente
a cada dia através da silvicultura, praticas agricolas, madeireiras e agroindustria que, em
ultima instancia, sdo queimadas em aberto levando a graves ameagas globais. Esses
substratos s@o baratos, renovaveis e de livre acesso para muitas industrias incluindo a de
biocombustivel. Trigo, arroz e milho s3o as principais culturas alimentares no mundo que
fornecem 50% de todas as calorias consumida pela populagdo humana. O arroz ¢ o
segundo maior em termos de cultura mundial, em relagdo a area colhida, levando a
producdo de palha e casca de arroz que em muitas das vezes permanecem subutilizados
(RASTOGL; SONL, KAUR, 2016).

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo abundantes e de baixo custo e, ao
contrario de outros substratos a base de amido e agucar, seu uso na producdo de etanol
ndo reduz o suprimento de alimento humano (BAHMANI; SHAFIEL; KARIMI, 2016).
Apesar do abundante suprimento de residuos agricolas para a produgdo de combustivel,
ainda existem desafios para suas conversdes comerciais, devido a sua recalcitrancia a
degradacdo, e composi¢do quimica unica. Com a estrutura altamente cristalina de celulose
e composi¢do heterogénea de hemiceluloses na biomassa, ela requer um pré-tratamento
quimico ou fisico além de processos de tratamento enzimatico, o que aumenta o custo de
todo o processo e, portanto, se revelam um grande obstaculo para a produgdo em grande
escala (RASTOGI, SHRIVASTAVA, 2017).

O etanol de segunda geragdo, por sua vez, resulta da degradacdo de agucares
complexos (polissacarideos) em aglcares simples para uma posterior fermentacdo e
destilagdo. A celulose que estd contida na biomassa ao qual se deseja fermentar ¢
composta de milhares de moléculas de glicose. Devido ao seu tamanho e estrutura, as
moléculas de glicose que compde a polpa da celulose ndo sdo diretamente fermentesciveis
por microrganismos, o que se torna um empecilho na produgio direta do etanol de
primeira geracdo. Novas alternativas sdo pesquisadas para que haja a hidrdlise desses
polissacarideos em glicose por meio de ag¢do enzimatica, em processos bioquimicos para
a obten¢do de moléculas disponiveis para fermentacgdo, resultando assim em etanol de

segunda geragdo. Vale ressaltar que o etanol de segunda geragio € quimicamente idéntico
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ao etanol de primeira geracdo, mudando apenas o processo, ou seja, o caminho
tecnologico para sua producdo (RAELE ef al. 2014).

A conversio da biomassa em agucares fermentesciveis necessarios para a
produgdo de etanol celuldsico ocorre em quatro etapas. Inicia-se no pré-tratamento, ao
qual rompe a estrutura cristalina da celulose. Em seguida ocorre a hidrélise enzimatica
dos polissacarideos em agucares fermentesciveis, para entdo realizar a fermentagdo,
convertendo os agucares em etanol , e apos € realizada a destilagdo, que tem por objetivo
separar os componentes de uma mistura, de acordo com sua volatilidade relativa
(FERREIRA, 2015).

Em escala global, o uso dos biocombustiveis pode representar contribui¢io gerada
pelos esforgos internacionais para diminuir as emissdes de gases de efeito estufa, onde
este representa alternativa renovavel em relagdo a utilizagdo de combustiveis fosseis.
Contudo, esta pratica ndo se limita somente em reduzir emissdo dos gases de efeito estufa,
aos avangos tecnoldgicos ou o enquadramento legal da atividade de produgdo de
biocombustiveis, pois a sustentabilidade requer uma maior responsabilidade, austeridade
e equidade nos padrdes de produgdo, consumo e uso de energia (FILHO; JULIANI,
2013). O que essa geragdo representa € uma alternativa energética para o uso das
biomassas, que evidencia vantagens ambientais e econdmicas pelo fato de ser o etanol
produzido a partir de matérias lignoceluldsicas presentes em residuos gerados da pratica

agroindustrial, sendo estes de origem vegetal (FERREIRA, 2015).

2.4 Residuos agroindustriais

Com resultados de pesquisas e incentivos, pode-se esperar que grande parte do
crescimento do bioetanol venha do processo de segunda geragio, o qual inclui o uso de
plantas ricas em material lignoceluldsico (SCORDIA, ef al, 2012). A biomassa
lignoceluldsica pode ser um subproduto da agricultura ou de industrias deste segmento,
como talos de algoddo, bagago, trigo e arroz, palhas, residuos de milho, cascas de arroz
ou organicos, podendo incluir também residuos florestais, como aparas de madeira,
serradura e casca. A lignocelulose € principalmente constituida por celulose (40 — 60%
do peso seco total), hemicelulose (20-40%) e lignina (Figura 2.3) (10-25%) (RASTOGI;
SHRIVASTAVA, 2017). Atualmente, ligninas provenientes de processos de explosdo de
vapor e outros apresentam grande heterogeneidade em termos de pureza e estruturas

quimicas, portanto, o primeiro grande passo que envolve agregar valor a lignina néo
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convertida € a sua separagdo de componentes, tais como hemiceluloses e celulose
(COTANA et al., 2014).

Figura 2.3 - Complexo lignoceluldsico: cadeias de celulose envolvidas por

hemicelulose e lignina.

Hemicelulose Celulos:

Fonte: FISHER, (2014).

2.4.1 Residuos agroindustriais utilizados para a producio de celulases

Os residuos agroindustriais s@o utilizados, também, como substratos para
producdo de enzimas. A hidrélise enzimatica pode ser utilizada para a produgdo de
agucares de residuos lignocelulosicos, pelas condi¢des suaves de trabalho relacionadas ao
pH, temperatura e auséncia de subprodutos (CARRILO, et al., 2005). A hidrdlise
enzimatica da celulose ¢ realizada pelas enzimas celulases, que sdo proteinas
catalisadoras altamente especificas. Celulases sdo uma mistura de varias enzimas que
atuam sinergicamente, dentre as quais pelo menos trés grandes grupos estdo envolvidos
no processo de hidrolise da cadeia de celulose: as endoglucanases que atacam as regides
de baixa cristalinidade da fibra, gerando cadeias livres, as exoglucanases, que removem
unidades de celubiose a partir das extremidades livres da cadeia e as glicosidases, que
hidrolisam a celubiose a glicose (MUSSATTO, et al., 2008).

Muitas espécies de fungos possuem a habilidade de degradar a celulose
produzindo as celulases extracelulares (enzimas produzidas no interior da célula e langada
para o meio externo). Os principais géneros produtores sdo Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus e Fusarium. O fungo Aspergillus niger € o maior produtor de celulases e pode

ser considerado, algumas vezes, superior aos outros fungos reconhecidamente bons
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produtores dos complexos celuloliticos e hemiceluloliticos, como o Trichoderma reesei.
(DASHTBAN, et al., 2009).

A sele¢do de microrganismos capazes de realizar a quebra dos polissacarideos de
residuos de fonte agricola ocorre de forma seletiva. Através de métodos tradicionais como
o isolamento em meios enriquecidos, as linhagens sdo selecionadas de acordo com a
medig¢do de seu nivel de atividade em testes de difusdo enzimética diretamente em placas
contendo o meio seletivo a base de celulose. Os fungos recebem uma ateng@o especial
uma vez que seus esporos sdo faceis de disseminar, quando comparado com as leveduras
e bactérias ( SILVA, et al., 1997).

O mais abundante na composi¢ao da hemicelulose sdo os xilanos e glicomananos.
Os xilanos geralmente estdo disponiveis em quantidades enormes como subprodutos das
industrias florestais, celulose e papel, agricultura, agroindustrias e culturas de bioenergia.
Entre as leveduras fermentadoras de xilose, Scheffersomyces (Pichia) stipitis foi relatado
como o mais promissor para aplicacdo industrial, porque fermenta a xilose produzindo
etanol com altos rendimentos (SCORDIA, et al., 2012). O tratamento para realizar as
hidrélises pode variar de simples hidrolise alcalina/dcida a fisicoquimica, pré-tratamentos
como explosdo a vapor, amodnia, explosdo de fibra, explosio de CO2 e processos
bioldgicos enzimaticos. O objetivo desses processos € alterar a estrutura e tornar a
celulose na biomassa facilmente acessivel as enzimas usadas para hidrolise. Isto €,
seguido por sacarificacdo simultanea e fermentacdo (BADWAL, et al., 2015).

Embora a hidrélise por acidos diluidos gere produtos ricos em agucares
fermentesciveis, compostos inibitdrios também sdo produzidos, tais como acido acético,
furfural, hidroximetilfurfural e varios derivados da lignina. Tais compostos inibem o
metabolismo microbiano. Dependendo da concentragdo destes compostos a bioconversao
de aglcares nos produtos desejados se torna mais dificil. A fim de reduzir as
concentragdes de compostos inibitorios e melhorar a bioconversdo de agucares em
produtos desejados, diferentes métodos como ajuste de pH, adsor¢do a carvdo ativo,
adsorcdo de resinas de permuta ionica e reducdo bioldgica sdo investigadas (SCORDIA,

etal., 2012).
2.4.2 Residuos da Cana-de-acucar

A cana-de-agtcar, muito cultivada no Brasil, € uma planta semiperene da familia

das gramineas. A sacarose se concentra nos colmos, que compde a parte aérea da planta
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enquanto a palha da cana estd em suas pontas e folhas, como mostra a Figura 2.4
(XAVIER, 2007).

Figura 2.4 - Estrutura da cana-de-agucar.

Folhas verdes
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Fonte: XAVIER (2007).

O bagaco da cana-de-agucar € obtido pela moagem, e suas caracteristicas fisico-
quimicas dependem do sistema de colheita (queima ou mecanica), do corte e da forma de
carregamento. Condi¢des climaticas anteriores e posteriores a colheita e diferentes
estagios de desenvolvimento vegetativo podem interferir, também, na composi¢do do
bagago de cana para fins energéticos (CARRILO ef al., 2005). Este residuo apresenta
grande potencial em sua composi¢do para a gerac¢do de calor, eletricidade e também para
a producgdo de etanol celulosico. A busca em aplicar alternativas viaveis para o bagago,
esta tende a ocupar um lugar de destaque, principalmente como matéria-prima na

producdo de etanol de segunda geracdo (SANTOS efal., 2012).

2.4.3 Residuos do Milho

O milho ¢ da familia das gramineas. O cultivo desta planta ocupa cerca de 147
milhdes de hectares em todo o mundo e € considerado um componente alimenticio de
grande importancia. O processo fotossintético do milho tem como produto final o amido
(ver Figura 2.5), que constitui sua reserva de carbono. E este amido que, apos da
hidrolise, produzira a sacarose que sera fermentada para a produgdo de etanol de primeira

geracdo (XAVIER, 2007).
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Figura 2.5 - Estrutura do amido.
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Fonte: RASTOGI ez al., (2016).

As partes do milho que sdo subprodutos do grdo, abundante na agricultura
residual, também € considerada como uma escolha para producdo de bioetanol, tanto para
a fermentacdo como para a produgdo do complexo enzimatico. Para gerenciar
adequadamente essa biomassa e converté-la em produtos valiosos, varios estudos estdo
sendo empregados para desenvolver tal producdo. As diferentes caracteristicas nas partes
do milho podem ser esclarecidas devido ao tipo de tecido e grio, as composi¢gdes deste

sdo caule, folha, flor, casca e espiga (CAl ef al., 2016).

2.4.4 Residuos do Arroz

Fora do continente asiatico, o Brasil se destaca como maior produtor mundial de
arroz, ao qual se encontra na 9* posi¢do. Esta graminea ¢ comercializada na maioria das
vezes em sua forma beneficiada e polida, os griaos de arroz sdo processados gerando graos
limpos, casca, farelo e um po6 de arroz. Sao produzidos em média mais de 10 milhdes de
toneladas de arroz no Brasil (CONAB, 2017) gerando em torno de 2 milhdes de toneladas
de casca, sendo a metade deste valor farelo. Estes residuos sdo encontrados em
abundancia em todo o territorio brasileiro. Embora a maior parte do arroz seja produzida
na Regido Sul, este ¢ comercializado com casca e beneficiado regionalmente. O que
mostra que estes sdo excelentes nutrientes e suporte para que microrganismos possam se
desenvolver e liberar enzimas. O farelo de arroz ¢ uma boa fonte de nitrogénio e tem sido
usado bastante em misturas com o bagago de cana-de-agucar para a produgdo de celulases

(FISHER, 2014).
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2.5 Composicao da estrutura lignocelulosica

Em sua composic¢do, a biomassa lignocelulosica ¢ a maior fonte de carboidratos
naturais do mundo. A dificuldade de converter essa biomassa em substratos de facil
acesso aos microrganismos € devido a suas caracteristicas quimicas e morfologicas. Essas
fibras de celulose sdo envolvidas em matrizes amorfas de polioses e lignina, estas agem
como se fossem uma barreira natural ao ataque microbiano e também das enzimas,
fazendo que estes materiais se tornem estruturalmente rigidos de baixa reatividade. A
composi¢do quimica dessa biomassa lignocelulosica possui em média 35-50% de
celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena
quantidade de cinzas e extrativos. A sua composi¢do quimica varia de acordo com o tipo
da biomassa, conforme mostra a Tabela 2.2 - Composi¢do quimica de biomassas
lignoceluldsicas com potencial para produgdo de etanol de segunda geracdo(SANTOS et

al., 2012).

Tabela 2.2 - Composi¢do quimica de biomassas lignocelulosicas com potencial para

producdo de etanol de segunda geracdo.

Biomassa % Celulose % % Lignina
lignoceluldsica Hemicelulose

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 12
Algodao 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 et al., (2012)

Um dos principais desafios envolvidos na produgéo de etanol a partir de biomassa
lignoceluldsica € realizar a hidrélise da parede celular, liberando os polissacarideos e os
tornando fonte de aglcares fermentesciveis de forma eficiente e economicamente viavel.
Os carboidratos presentes na biomassa encontram-se na forma de polimeros (celulose e

hemicelulose) recobertos por uma macromolécula (lignina), formando uma microfibrila
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celulosica. Devido a sua interagdo intermolecular, isso faz com que se tenha uma
completa auséncia de agua entre as estruturas, e como a celulose apresenta estrutura
bastante recalcitrante, € dificil de ser desestruturada e convertida em aglcares simples,
como se pode observar na Figura 2.6 (SANTOS et al., 2012).

Para realizar a quebra destes polissacarideos, é necessario realizar um pré-
tratamento da biomassa, que se difere dos tipos quimicos, utilizando microrganismos
especificos para a realizagdo desta etapa, sendo os responsaveis pelas modificagdes nas
estruturas da parede celular, resultando em acessibilidade melhorada da enzima, além de
obter rendimentos satisfatorios. No pré-tratamento ao qual sdo utilizados acidos, a
camada de hemicelulose € hidrolisada, e quando se utilizam bases, parte da lignina ¢
removida e a hemicelulose necessita de ser hidrolisada pelo uso de hemicelulases. Uma
tecnologia que vem sendo amplamente explorada € o uso da explosdo a vapor, obtendo
sucesso em diversos tipos de biomossa lignocelulosica (madeiras macias e duras, além de
residuos agricolas). Esse processo pode ocorrer com ou sem a presenga de catalisadores
quimicos (4cido sulfurico, dioxido de enxofre, hidroxido de sodio e amonia)

(FERREIRA, 2015).
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Figura 2.6 - Estrutura da biomassa lignocelul ésica.

Fonte: SANTOS et al., (2012).
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2.5.1 Celulose

A celulose ¢ o maior polimero natural do mundo, podendo ter sua estrutura
organizacional classificada em trés niveis. O primeiro € definido pela sequéncia de
residuos P-D-glicopiranosidicos unidos por ligagdes covalentes, formando o
homopolimero de anidroglicose com liga¢des B-D (1 — 4) glicosidicas( Figura 2.7), de
formula geral (C4H1¢05), (FERREIRA, 2015).

O segundo nivel descreve a conformag@o molecular, isto €, a organizagio espacial
das unidades repetitivas, e € caracterizado pelas distancias das liga¢des e respectivos
angulos e pelas liga¢cdes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a
associagdo das moléculas formando agregados com uma determinada estrutura cristalina.
Estes grupos conferem elevada resisténcia a tensdo, tornando a celulose insoluvel em agua
e em um grande namero de solventes (SANTOS ez al., 2012).

Figura 2.7 - Estrutura molecular da celulose.
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Fonte: FERREIRA, (2015).

2.5.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos complexos compostos por D- glicose,
D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, dcido D-glucurdnico e acido 4-O-metil-
glucurdnico. Em relag@o as suas estruturas, estes sdo muito mais semelhantes a celulose
do que a lignina. Sua estrutura apresenta ramifica¢des que permitem uma interagdo facil
com a celulose (Figura 2.8), tornando-a estavel e flexivel. Comparadas com a celulose,
as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrélise acida, pois oferecem uma
maior acessibilidade aos 4cidos minerais comumente utilizados como catalisadores
(SANTOS et al ., 2012).

Estes polimeros de agucares s@o ligados entre si por ligagdes do tipo glicosidicas
B(1— 4) formando uma estrutura principal composta por um tipo especifico de residuos,
a partir da qual surgem ramificag¢des laterais de cadeias curtas de outros agucares. Eles
sdo classificados de acordo com o agucar predominante na cadeia principal e na
ramificagdo lateral. Assim, tém-se os seguintes polissacarideos: xilanas, galactomananas,

arabinoxilanas, galactosanas, arabinoxilanas, etc. As hemiceluloses estdo presentes em
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todas as camadas da parede celular das plantas, mas concentram-se principalmente nas
camadas primaria e na secundaria, onde estdo intimamente associadas a celulose e lignina.
A xilana ¢ o principal polissacarideo componente das hemiceluloses (da SILVA, et al.,
1997).

Figura 2.8 - Estrutura molecular da hemicelulose.
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Fonte: FERREIRA, (2015).

2.5.3 Lignina

As ligninas sdo compostos fendlicos altamente insoliveis em agua, formados pela
ligac@o de trés precursores principais, o alcool trans-p-coumaril, alcool-coniferil e alcool
trans-sinapil. Existe entra elas uma extensa rede de ligagdes cruzadas dentro da parede
celular, o que confere a eles elevada resisténcia (da SILVA, e al., 1997).

Depois da celulose, esta ¢ a macromolécula mais abundante dentre as biomassas,
sendo um heteropolimero amorfo que consiste em trés diferentes unidades de
fenilpropanos: alcool p-cumarilico e élcool sinapilico. A estrutura da lignina €
heterogénea, possuindo regides amorfas e estruturas globulares. A composi¢do e a
organizagdo de seus constituintes variam de uma espécie para outra, dependendo da
matriz de celulose-hemicelulose ( Figura 2.9). No processo de hidrélise enzimatica dos
materiais lignoceluldsicos, a lignina funciona como barreira fisica para os
microrganismos e enzimas, que podem ser irreversivelmente capturadas pela lignina e,
consequentemente, influenciar na quantidade de enzima requerida para a hidrolise, assim
como dificultar a recuperag@o da enzima apo6s a hidrolise (SANTOS et al., 2012).

A estrutura bioquimica da lignina ndo estd diretamente relacionada a
monossacarideos, ou seja, acaba que ndo ¢ desejada na produgdo do bioetanol por rotas
fermentativas, porém a lignina desempenha uma fun¢do muito importante para a
tecnologia de hidrolise. Apesar de ter grande possibilidade de produzir muitos produtos
a partir da lignina, atualmente o foco das pesquisas tem se voltado para o uso deste

material como fonte de energia para os processos, garantindo a autossuficiéncia e,
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eventualmente, até a possibilidade de exportar alguma energia elétrica excedente

(FERREIRA, 2015).

Figura 2.9 - Estrutura molecular da lignina.
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2.6 Caracterizacio da biomassa

Para que se tenha um desenvolvimento satisfatorio e crescente do comércio da
biomassa a caracterizagdo se torna um passo chave para a escolha de qual tipo de
biomassa utilizar para dar a esta valor agregado, seja valoragao energetica, ou dependendo
do tipo de utilizag@o que se pretende obter. Definido qual o intuito do uso da biomassa, ¢
necessario determinar a escolha do processo de conversdo e também as dificuldades de
processamento subsequentes que possam surgir. A caracterizagdo se baseia
principalmente nas propriedades fisicas (granulometria, massa especifica, densidade e
teor de umidade), na analise imediata (teor de umidade, volateis, cinzas e carbono fixo),
andlise elementar, a qual analisa os elementos quimicos presentes na biomassa, analise
somativa (teor de lignina, celulose e hemicelulose) e poder calorifico (VIEIRA, 2012).

Para a realizagdo da caracterizacdo da biomassa € necessario realizar diversas
analises experimentais que irdo permitir saber as composi¢des imediatas, elementar, de
matéria organica e de matéria inorganica. Visando obter uma maior eficiéncia na
produg@o do biocombustivel € necessario conhecer bem a biomassa que sera utilizada,

1ss0 porque € na caracterizagdo que pode fornecer informagdes importantes para que se
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possa determinar o melhor processo ou método a ser utilizado, assim, obter melhores

rendimentos, minimizando custos e impactos ambientais (AZEVEDQO, et al., 2016)
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados trés biomassas, conforme Figura
3.1. Estes residuos foram doados por trés empresas distintas, sendo o farelo da casca do
milho cedido pela Cargill/Uberlandia-MG pré-tratado fisicamente, o bagaco de cana-de-
agucar, explodido a vapor, doado pelo CTC/Piracicaba-SP (Centro de Tecnologia
Canavieira), e o farelo da palha do arroz pela empresa Cocal/Uberlandia-MG pré-tratado

fisicamente. Estes residuos sdo provenientes de processamentos industriais.

Figura 3.1 - Residuos do farelo da palha do arroz, bagago de cana-de-agucar e farelo da

casca do milho, respectivamente.

Fonte: O autor.

O Trabalho de Conclusdo de Curso foi desenvolvido nos Laboratorios de
Engenharia de Alimentos e de Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia
campus Patos de Minas, aos quais foram utilizados todos os reagentes de grau analitico.
As anélises foram realizadas em duplicatas e triplicatas, dependendo das disponibilidades

dos reagentes.
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3.2 Meétodos

3.2.1 Preparacio das amostras

Foram utilizadas trés amostras, o farelo da palha do arroz, o farelo da casca do
milho e o bagaco de cana-de-agucar. As amostras encontravam-se em condi¢des ideais
para a realizacdo dos experimentos, conforme a metodologia do NREL (National

Renewable Energy Laboratory) recomenda.

3.2.2 Analise granulométrica

A granulometria foi analisada através de um vibrador de peneiras, feita em
duplicata, ao qual foram utilizados diferentes diametros de peneira (Tyler), sendo eles
entre 10 (1,68 mm) a 35 mesh (420 pm). Foram colocadas amostras com
aproximadamente 50 gramas, e apds submetido em um tempo entre 10 a 20 minutos de
vibragdes constantes. Em seguida foram retiradas as amostras das peneiras e realizado as
leituras dos pesos do material retido, possibilitando avaliar a distribui¢do granulométrica
de cada amostra analisada (GOMIDE, 1997). O vibrador de peneiras utilizado neste

experimento esta apresentado na Figura 3.2.

Figura 3.2 - Vibrador de peneiras para determinagdo de granulometria das amostras.

|
boake 1

Fonte: O autor.

3.2.3 Determinacao de extrativos
Para analisar o teor de extrativos presente nas amostras utilizou-se a metodologia

descrita por SLUITER et al., 2008c, feito em triplicata. Foi adicionado aproximadamente
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4 gramas das amostras em cada cartucho, foram utilizados dois cartuchos por extrator,
devidamente costurados para que se evitasse o vazamento indesejado de massa, e
colocado no interior do dedal para fazer a extragdo. Em sequéncia foi montado todos os
aparelhos para realizar a extragdo por Soxhlet. A aparelhagem utilizada nesse

experimento esta apresentado na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Aparelho de Soxhlet para a extragdo de gordura.

Fonte: O autor.

Inicialmente realizou a lavagem (extragdo) da amostra com agua, assim
adicionou-se 190+5mL de agua ao baldo de fundo redondo, em sequéncia colocou-se o
baldo conectado a manta de aquecimento programando a mesma para fornecer no minimo
4 a 5 ciclos de lavagem da amostra pelo solvente por hora com duragdo de 6 horas.

ApOs a extragdo com a agua, foi realizado a extragdo com o etanol. Adicionou-se
190+5 mL de alcool etilico ao mesmo baldo de fundo redondo e conectando ao aparelho
de Soxhlet montado. Usando a mesma amostra que estava no dedal durante a extragio
por adgua. Foi ajustado a manta de aquecimento para fornecer no minimo 6 a 10 ciclos por
hora de lavagem da amostra pelo solvente. Este refluxo durou aproximadamente 16 horas,
em seguida os cartuchos foram levados para a estuta a 40+5 °C por um tempo de 24 horas,
para que se elimine todo o solvente residual e se torne possivel o calculo de extrativos.
Para a analise de agutcares foi retirado o baldo antes de coloca-lo na estufa, e deixado em
repouso até que se atingisse a temperatura ambiente. Apos toda a extragdo, removeu-se
uma aliquota de 10 mL da solugdo extraida do baldo para realizar a anélise de agucares

pelo método HPLC-RID, e esse valor retirado foi compensado nos calculos.
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3.2.4 Determinacio de Carboidratos totais e lignina

Para realizar a analise de carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e
lignina, utilizou-se a metodologia proposta por Sluiter ef al., 2012, feito em triplicata,
seguindo os seguintes passos.

Para a realizag@o desta etapa as amostras devem estar livres de extrativos, ou seja,
foi necessario realizar a extragdo (com agua e etanol) antes, assim foram pesados
aproximadamente 0,250 gramas, em tubos de ensaio, e em sequéncia adicionou-se 3 mL
de acido sulfurico 72%. Apos foram colocados os tubos em banho-maria a 30°C por 1
hora, realizando o procedimento de agitacdo (a cada 10 minutos) sem retirar os tubos do
banho para assegurar o contato com as particulas e hidrolise uniforme. Apos este periodo,
adicionou-se 80 mL de agua destilada no intuito de diluir o acido da concentragdo de 72%
para 4%, logo apos as amostras foram transferidas dos tubos para Erlenmeyeres e
autoclavadas a 121°C por um periodo de 1 hora. Utilizando uma bomba a vacuo, foram
filtradas as amostras em cadinhos, e ap0s a filtragdo utilizou 50 mL de 4gua destilada com
o objetivo de realizar a remogdo de todo material residual que possa ter ficado retido.

Os cadinhos com o material retido foram utilizados para a determinagdo de lignina
insoluvel em acido, assim foram levados para a estufa a 105°C por aproximadamente 16
horas e apos foram pesados em balanca analitica (W1). Em seguida, foram calcinados em
mufla a 550°C por 6 horas e pesados novamente em balanga analitica (W2). Estas
amostras calcinadas foram determinadas como lignina insoluvel em acido (lignina de
Klason). Para a determinacgdo de lignina soltuvel, retirou-se 1 mL dos filtrados e foram
diluidos em baldes volumétricos de 100 mL realizando a leitura em espectofotometro pela
medida da absorbancia da amostra em 240 nm, e calculado sua porcentagem de acordo

com a Equagdo 1.

UVabs x Volumefjjtrado X Diluigido

%ULignina solavel = Equagdo 1)
g

€ x M x Comprimento do caminho

VolumegmostratVolumegoivente diluente
Volumeamostra

Diluicao = (Equagdo 2)

Onde:

UVabs = Absorbancia média UV-Vis para a amostra com um comprimento de onda
apropriado.
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Volumeyiquido niarotisado= Volume do filtrado.

€ = Absortividade da biomassa em um comprimento de onda especifico.
M = Peso da amostra em mg.

Com o restante da amostra hidrolisada e filtrada, esta foi neutralizada com
carbonato de calcio, adicionando lentamente até que se chegasse a um pH entre 5,5 ¢ 6,0.
Ap6s decantar a amostra, esta foi filtrada novamente a vacuo utilizando filtro de papel,
sendo o filtrado transferido para um baldo volumétrico de 200 mL. Para o teor de
carboidratos estruturais, 10 puL da fragdo liquida filtrada foi injetada em HPLC-RID e as
concentragdes de glicose, xilose, arabinose, lactose e sacarose foram determinadas, de

acordo com a Equagdo 3.

’ C x FC x Volumeyj
%Agucares = —HELC v flrade ¥ 100 (Equagdo 3)

Onde:

Cyprc = Concentragdo de aglcar determinada por HPLC, mg/mL.
Volumeygjjrado = Volume do filtrado.

FC = Fator de correcdo de 0,88 para agucares C-5 (xylose e arabinose) e corregdo de
0,90 para agucares C-6 (glicose, galactose e manose).

M = Massa utilizada livre de extrativos.

3.2.5 Determinacao de holocelulose

A determinagdo de holocelulose seguiu a metodologia descrita por Manochio ef
al., 2010, feito em duplicata, com pequenas modificagdes.

Inicialmente pegou-se um Erlenmeyer de 1 litro e adicionou-se 4 gramas da
amostra livre de extrativos, 110 mL de agua destilada, 3 mL de 4cido acético glacial, 22
mL de solugdo de acetato de sddio a 20%, e 9 mL da solucdo de clorito de sddio a 40%.
Em sequéncia foi colocado o Erlenmeyer em chapas de aquecimento com agitagdo
constante, a 75°C por um tempo de 60 minutos, assim, passado este tempo foi adicionado
novamente os reagentes (acido acético e as solucdes de clorito de sddio e acetato de sddio)
até que se obtivesse uma solug@o branca, concluindo-se esta etapa. O produto foi filtrado
em cadinhos de vidro com porosidade média e lavado os erlenmeyers com 500 mL de

agua destilada. Apds concluido a filtragem foi adicionado 10 mL de acetona no cadinho
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com a holocelulose e ainda conectado a bomba a vacuo que filtrou até que o produto
ficasse totalmente seco, em seguida foram levados para estufa a 105°C por um tempo
aproximado de 18 horas. Apos atingido esse tempo, o mesmo foi colocado em dessecador
por 30 minutos e posteriormente calculado o rendimento obtido (massa final dividido pela

massa inicial).

3.2.6 Determinaciao de hemicelulose e a-celulose

A determinac¢do de hemicelulose e a-celulose seguiu a metodologia descrita por
Manochio et al.,, 2010, feito em duplicata, com pequenas modificagdes. Cerca de
aproximadamente 1 grama de holocelulose e 15 mL de solugdo de hidréxido de potéssio
a 17,5% foram adicionadas ao almofariz e deixados por um periodo de espera de contato
entre a solug@o e a celulose por 2 minutos. Apds esse tempo, triturou-se a amostra por 8
minutos, e adicionou 40 mL de dgua destilada, e posteriormente foi filtrado com cadinhos
de vidro com porosidade média a vacuo e enxaguou-se o filtrado até obter o seu pH
proximo ao da agua. Para essa operagdo foi utilizado fitas de medi¢do de pH para ter o
controle do mesmo, apds atingido o pH, os cadinhos filtrantes foram levados a estufa a
temperatura média de 105°C a um tempo proximo de 18 horas, atingido este tempo, o
produto foi deixado em um dessecador por 30 minutos e depois calculado o rendimento

de celulose presente (massa final dividido pela massa inicial).

3.2.7 Determinacao de solidos totais

Seguindo a metodologia proposta por SLUITER ef al., 2008a, realizado em
triplicata, foram separados pratos de aluminio e colocados em estufa a 105+3°C por um
periodo de 4 horas para realizar uma pré-secagem, sem a presenca das amostras. Apos
este tempo, os pratos secos foram colocados em um dessecador para que o mesmo
esfriasse, em seguida foi pesado os pratos de aluminio e colocado a quantidade desejada
da amostra. A amostra foi rapidamente espalhada por todo o prato e avaliado no
analisador automatico de umidade até que o instrumento se estabilize (permanecer com
um peso constante). Pesou-se entre 0,5 gramas da amostra, logo em seguida foi
programado o analisador automéatico de umidade para uma temperatura de analise a
105°C, e um ponto final de menos de 0,05% de altera¢do de solidos em 1 minuto. A

Figura 3.4 apresenta o analisador automatico de umidade no infravermelho.
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Figura 3.4 - Analisador automatico de umidade no infravermelho.

Fonte: O autor.

3.2.8 Determinaciao de umidade
A metodologia usada foi descrita por SLUITER ef al., 2008, realizado em
triplicata. Com a determinagdo dos solidos totais, item 3.2.7, pode-se encontrar o

percentual de umidade pela diferenca do total da amostra pelos solidos totais.

3.2.9 Determinaciio da Atividade de Agua (Aw)

Para a determinagdo da atividade agua (Aw) em cada amostra, realizado em
triplicata, foi utilizado o aparelho medidor de atividade de agua (AQUALAB). Neste
aparelho adiciona-se cerca de 0,5 g de amostra em pequenas placas de plasticos, proprias
do aparelho, e em sequéncia foram colocadas em gavetas do aparelho para que fossem
realizadas as medidas. A temperatura utilizada para e medi¢do da atividade de agua foi

em torno de 28,7°C.

3.2.10 Determinacio de cinzas

A determinagdo de cinzas foi realizada conforme proposto por SLUITER et al.,
2008D, feito em triplicata. Em forno mufla foram colocados cadinhos a uma temperatura
de 575+25°C por um periodo minimo de 4 horas. Apos foram removidos os cadinhos, os
mesmos foram colocados no dessecador por um tempo recomendéavel de 1 hora, e
retornado para a mufla até que o peso se tornasse constante. Pesou-se aproximadamente
2 gramas para cada amostra, e antes de colocar as amostras na mufla foi feito o uso de um
queimador de cinzas e um tridngulo de argila com suporte, colocando os cadinhos sobre

a chama até aparecer fumaga, assim ¢ permitido que a amostra queime até ndo aparecer
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mais fumaga ou chama. Apos essa operagdo o cadinho foi esfriado, e em sequéncia foram
colocados os cadinhos com amostras na mufla por 18 horas. Apds atingido esse tempo os
cadinhos foram removidos cuidadosamente para um dessecador e deixado resfriar, e
anotado o peso, e novamente a amostra foi colocada no forno mufla a 575+25°C por um
tempo aproximado de 1 hora de reaquecimento, e deixado até que a amostra apresentasse

peso constante. A mufla utilizada nesse experimento esta apresentada na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Equipamento mufla para a determina¢do de cinzas nas biomassas.

Fonte: O autor.

3.2.11 Determinacio de Proteina

Para a analise do conteudo de proteinas Hames ef al., 2008 recomenda o uso do
procedimento descrito por Kjedahl, foram feitas as analises em duplicata. O procedimento
consiste em trés etapas, sendo elas, digestdo, destilagdo e titulagdo que serdo descritas a
seguir:
Digestdo: Para realizar esta etapa foi necessario pesar em uma balanga analitica
aproximadamente 0,1 grama de amostra homogeneizada e transferir para um tubo de
Kjedahl e adicionar 1 grama da mistura catalitica e 5 mL de acido sulfurico. Os tubos
contendo as amostras foram colocados para aquecer em um bloco digestor, a principio
em temperatura ambiente por um tempo de 20 minutos. Em seguida foi aumentada a
temperatura para 50°C, e apos foi deixado os tubos nessa temperatura por 20 minutos.
Este aumento aconteceu de 50 em 50°C por 20 minutos a cada temperatura acrescida até
que se chegasse em 350-400°C. Quando a temperatura foi atingida as amostras

permaneceram em torno de 8 horas nessa temperatura, até que se observasse um liquido

41



limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada. Apos atingido o aquecimento foi
cessado e deixado os mesmos resfriar por uma noite. O destilador de compostos

nitrogenados utilizados nos experimentos esta apresentado na Figura 3.6.

Figura 3.6 - Destilador de compostos nitrogenados propostos Kjedahl.

Fonte: O autor

Destilagdo: Com os tubos frios, foi adicionado aproximadamente 30 mL de agua e
homogeneizado antes de adiciond-lo ao destilador. Acoplou-se ao destilador um
Erlenmeyer contendo 25 mL de solugdo de acido borico 4%. Preparou-se uma solugédo de
hidroxido de sodio 50%, e esta foi adicionada ao destilador, pois apds o tubo acoplado e
aquecido, o NaOH seria adicionado até obter-se uma cor escura da solugdo
(aproximadamente 20 mL), caso ndo se atingisse a cor escura, adicionaria a solugdo
somente até a metade do tubo. Procedendo a destilagdo esta so foi cessada apos atingir
aproximadamente 100 mL do destilado no erlenmeyer.

Titulagdo: Foi titulado com solug¢do padrdo de acido cloridrico 0,01 mol/L até que as
solugdes contidas nos erlenmeyer atingisse a mesma coloragdo do branco. Na Equagéo 4
¢ calculado os compostos nitrogenados e na Equagdo 5 ¢ calculado a porcentagem de

proteinas presentes.

. Fx0,0014x 100xVx N 5
(%) Compostos Nitrogenados = — (Equacao 4)

(%) Proteina = (%) Compostos nitrogenados x NF (Equagdo 5)
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Onde:

F = Fator de correcdo da solugdo de HCI 0,01 N

V = Volume da solugdo de HC1 0,01 N gastos na titulagdo
N = Normalidade do 4cido (HCl)

NF = Fator de conversao de nitrogénio em proteina

m = Massa em gramas de amostra utilizada

3.2.12 Determinacio de extrato etéreo

O extrato etéreo foi determinado por Soxhlet, utilizando como solvente o éter de
petroleo, para determinacdo de gorduras. A metodologia usada foi proposta pela AOAC
(1995), feito em triplicata, com modificagdes. Papeis filtros foram usados e costurados
com linha para costura, realizando o fechamento destes, denominados de cartuchos. Foi
pesado em média 2,5 gramas para cada amostra, e apos costurados os cartuchos, estes
foram colocados no dedal do tubo de Soxhlet e submetido a lavagem da amostra por
aproximadamente 6+1 horas, a uma temperatura de 60°C, para que fosse totalmente
extraida as gorduras presentes na amostra. Ao fim de todo o procedimento, foram
deixados apenas os baldes de fundo redondo na manta aquecedora, e deixado evaporar
todo o solvente por tempo indeterminado. Apos este procedimento, foi levado os baldes
para a estufa a uma temperatura de 80°C, por 8 horas, no intuito de retirada de todo o
solvente residual nos balGes e deixar apenas a gordura presente nas amostras. Apos todo
o processo, estes baldes foram pesados em uma balanga analitica, € em sequéncia foi

calculado o rendimento (massa final dividido pela massa inicial).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Distribuicio granulométrica das biomassas

Das amostras utilizadas neste estudo, pode-se observar que para o farelo da palha
do arroz e o bagago de cana-de-agucar houve uma melhor uniformidade, ao qual maior
parte do farelo da palha do arroz se concentrou no fundo o que implica que a maioria das
amostras tem didmetro inferior a 420 um e ja para o bagago de cana-de-agiicar a maioria
deste ficou retida no MESH 10, mostrando que o didmetro das amostras destes sdo
superiores a 1,68 mm. Para o farelo da casca do milho, pode-se notar que as particulas
analisadas ndo estavam uniformes, onde resultou em mais de dois didmetros ao qual se

teve porcentagem consideravel de amostra retida, como mostra a Figura 4.1.

Figura 4.1 - Distribui¢@o granulométrica da Farelo da palha do arroz, Bagago de cana-

de-agucar e Farelo da casca do milho, respectivamente.
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A granulometria interfere diretamente na area de contato entre os reagentes
quimicos utilizados e a biomassa, principalmente quando se utiliza métodos laboratoriais
para a quantificagdo de componentes, quando comprado o método por infravermelho
proximo. Uma parte critica nessa analise € quando as particulas se encontram

desuniformes, o que acarreta uma dificuldade de se obter resultados mais proximos,
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

elevando o desvio padrdo dos resultados. Esta irregularidade pode atrapalhar a

reprodutibilidade dos experimentos.

4.2 Caracterizacao quimica das biomassas

Os extrativos sdo uma pequena parcela das biomassas lignocelulosicas. Eles tém
potencial forte de inibir atividades fermentativas dos microrganismos, demonstrando
assim a grande importancia de sua extra¢do do processo no intuito de se obter um melhor
rendimento na fermentac¢éo ao qual dara origem ao bioetanol (da COSTA, 2016). Para as
biomassas em estudo, obteve-se os valores médios de extrativos para o farelo da palha do
arroz, bagaco da cana-de-agucar e farelo da casca do milho de 15,82%, 18,7% e 12,82%,

respectivamente, como se pode observar na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Caracterizagao quimica das biomassas em estudo para a produgdo de etanol

de segunda geragao.

Extrativos  Celulose =~ Hemicelulose  Lignina  Cinzas

(§0)) (%) (§0)) (%) (o)
Farelo da palha
do arroz 15,8242.73 38334096 19,73£0,96  8,01+0,83 7,99+0,17
Bagago da cana-
de-ag¢ucar 18,7£1,83 27,09+2.99  561+2,99 15,3+1,34 2,7+0,06
Farelo da casca
do milho 12,8240,06 55,75+2.4  12,93+24 9844022 3,47+0.17

As biomassas t€m concentragdes muito variantes de componentes, estes residuos
possuem em media valores aproximados de extrativos entre 5-20% (RABELO, 2007).
Hickert et al., (2010) estudou a casca do arroz e realizou a analise de extrativos para o
residuo obtendo como resultado o valor de 3,1%. No presente estudo a quantidade de
extrativos diferenciou do que fora encontrado na literatura, porém se encontra entre os
estabelecidos para os residuos em geral. Isso pode acontecer devido a espécie da planta
estudada, tipo de solo que esta foi cultivada e o tempo que foi feito a colheita e ao pré-
tratamento que foi aplicado a biomassa.

Costa (2016) obteve para o bagaco de cana-de-agucar pré-tratado o valor de 16,8%
de extrativos. Canilha ef al., (2007) em seus estudos caracterizaram o bagago de cana-de-
agucar sem pre-tratamento com 10,23% de extrativos, assim pode-se concluir que o valor

encontrado esta entre os que foram encontrados na literatura, sendo que a biomassa em
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estudo foi pré-tratada antes da andlise, e o resultado obtido foi bem proximo do resultado
de Costa (2016) e para o valor médio geral de extrativos em biomassa descrito por Rabelo
(2007), podendo explicar o valor de 15,82% de extrativos encontrados na biomassa.

Santos (2014), estudou a palha do milho e o sabugo do milho, e encontrou para
estas biomassas o valor de extrativos de 11,6% e 18%, respectivamente. Salazar ef al.,
(2005) estudaram a composi¢do quimica da palha do milho, encontrando para extrativos
o valor de 28,53%. Neste estudo a quantidade extrativos encontradas foi menor que a
encontrada no estudo de Salazar er al., (2005), ja Romdo (2015) que estudou a
composi¢do quimica da palha do milho, encontrou para extrativos totais o valor de
17,22%. Neste estudo o valor foi de 12,82%, visto que a parte estudada do milho foi o
farelo da casca do milho, sendo este valor bem proximo do encontrado por Santos (2014),
porém ainda em um nivel aceitavel de proximidade entre os resultados de outros autores,
como por exemplo Rabelo (2007), que qualificou biomassas em geral com conteudo de
extrativos entre 5-20%.

De acordo com Costa (2016), quando se tem elevados valores de extrativos
presentes na biomassa, este pode-se tornar um fator negativo, principalmente em
processos fermentativos. Comparando aos valores de extrativos de madeiras que variam
entre 5-8% e para plantas folhosas que variam entre 2-4% (BRITO, 1985). O teor de
extrativos encontrados para as biomassas estudadas pode ser considerado alto, o que
dificultaria no processo de fermentagdo, ao qual se torna necessario fazer a extragdo
destes antes de aplica-los em processos fermentativos.

A quantificag@o de celulose se torna fator chave na caracterizagdo, pois € a partir
destes dados que se pode ter noc¢do da viabilidade da biomassa no processo que se deseja
empregar, que no caso do etanol de segunda geragdo quanto maior for a quantidade
presente de celulose, mais provavel que este se torne um bom substrato para aplicagdo na
producdo do bioetanol (CAI er al., 2017). A lignina é um composto crucial na
quantificagdo da biomassa, pois através dela pode-se obter o quanto de resisténcia esse
material provavelmente possui a ataques indesejados de microrganismo, porém este nao
¢ composto de interesse na fermentagdo (ABRAHAM ef al., 2016). Para este estudo,
pode-se observar, conforme Tabela 4.1, algumas caracteristica fisico-quimicas dos
materiais estudados.

O farelo da palha do arroz, bagago da cana-de-agucar e o farelo da casca do milho
podem ser usadas para a produgdo de etanol de segunda geracdo, devido a presenca de

celulose incorporada na matriz lignocelul6sica, se tornando acessivel para a sacarificacio
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enzimatica (ABRAHAM et al., 2016). Pode-se observar também os resultados obtidos
por Cai ef al., (2017) entre os residuos da palha do arroz, bagago-de-cana e espiga do

milho a composi¢do de celulose, hemicelulose e lignina, conforme a Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Composi¢do quimica de biomassa lignocelulésica.

(%) Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina

Palha do arroz 29,2-34,7% 23-25,9% 17-19%
Bagaco da cana-de-

agucar 25-45% 28-32% 15-25%
Espiga do milho 33.7-41.2% 31,9-36% 6,1-15,9%

Fonte: CAl et al., (2017)

A palha do arroz atraiu o interesse de pesquisadores, devido a sua composicao,
contendo grande quantidade de celulose (~44%) e hemicelulose (~20,1%) ligados com a
lignina (~19%) (RASTOGI;, SONI, KAUR, 2016). Para Akhtar et al., (2017) que
caracterizaram a palha do arroz através de métodos laboratoriais, obtiveram como
resultado para celulose, hemicelulose, e lignina na biomassa de 42,54%, 24,51% ¢ 9,16%,
respectivamente. Islam ef al, 2017 que também caracterizaram cascas de arroz da
Australia, obtiveram através de analises laboratoriais, como resultado para celulose,
hemicelulose e lignina foi de 35%, 30% e 18% respectivamente.

A composi¢cdo quimica do bagaco de cana € composta por trés principais
polimeros: 32-34% de celulose, 27-32% de hemicelulose, 19-24% de lignina (FILHO,
JULIANI, 2013). Para Wolf (2011), que estudou a composi¢do quimica do bagago e da
palha da cana-de-agucar, os resultados encontrados foram de 38,8% de celulose, 29,4%
de hemicelulose, e 21,7% de lignina para o bagago de cana. J4 Canilha ef al., (2007) que
também estudaram o bagaco de cana, obtiveram os seguintes resultados para celulose,
hemicelulose e lignina, 46,86%, 27,50% e 26,7%, respectivamente.

Para Hicker (2010), que caracterizou a composi¢do quimica da palha e sabugo do
milho, para cada um dos residuos ele quantificou celulose, hemicelulose e lignina,
encontrando os seguintes valores para a palha do milho: 36,7% de celulose, 34,2% de
hemicelulose, e 14% de lignina, e para o sabugo de milho foi encontrado os seguintes
resultados para celulose, hemicelulos e lignina, 35,4%, 26,9%, e 18%, respectivamente.
Salazar ef al., (2005) encontraram como resultado para a palha do milho 41,18% de

celulose, 16,31% de hemicelulose e 14,14% de lignina. Romao (2015) que também
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caracterizou a composi¢ao quimica da palha do milho, teve como resultado para celulose,
47,22%, hemicelulose 22,15% e lignina 12,77%.

Pode-se observar nos resultados do farelo da palha do arroz, que os valores de
celulose estdo entre aqueles encontrados na literatura, e ja a lignina esta abaixo do que foi
encontrado, 1sso pode acontecer no processo de transformacgdo da palha em farelo o que
possivelmente desfaz parcialmente a rede de lignina que prende a celulose e hemicelulose,
deixando-as mais expostas (VIEIRA eral., 2011).

Para o bagago de cana-de-agucar estudado, o teor de celulose estd abaixo quando
comparado com os valores encontrados na literatura, essa baixa concentragdo encontrada
pode estar associada ao alto teor de umidade presente na amostra, o que diretamente
interfere nas outras concentragdes presentes na biomassa, fazendo com que as mesmas se
encontrem em teores menores (CANILHA ef al., 2007).

O farelo da casca do milho apresentou o teor de celulose acima daqueles que
foram encontrados na literatura, e a lignina se manteve proximos dos resultados
encontrados. Todas biomassas antes de serem analisadas passaram por processo de pré-
tratamento fisico (explosdo a vapor ou moagem), na inten¢do de deixa-las cada vez mais
homogéneas e com uma maior area exposta. Os resultados podem estar se divergindo por
este detalhe, pois na literatura pesquisada ndo informavam se as biomassas foram pré-
tratadas ou ndo, e para o farelo da casca do milho, pode-se observar que os dados
encontrados foram da palha e sabugo e ndo da casca, o que possivelmente traria uma
diferenga nos resultados.

Quanto maior o teor de holocelulose encontrada e menor o da lignina e extrativos,
maior serd o rendimento de conversdo destes compostos em etanol de segunda geragao.
O baixo teor de lignina ¢ um resultado positivo para os estudos, pois isso significa que
em processos posteriores ird demandar uma menor quantidade de agente que fard essa
deslignificag¢do, o tornando mais barato (CAI ef al., 2017). Assim, os resultados na
Tabela 4.1 mostram o quanto pode ser satisfatorio a aplicagdo destes residuos como
substrato para a producdo de etanol de segunda geracdo, devido a sua alta presenga de
celulose nas trés biomassas.

Vieira et al., (2011) estudaram a casca do arroz e obtiveram 15,51% de cinzas em
seus experimentos, Hickert (2010) encontrou 17% de cinzas na casca do arroz. Para o
farelo da palha do arroz foi encontrado 7,99% de cinzas na biomassa, que € menor que os

encontrados na literatura para a casca do arroz.
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Wolf (2011) encontrou como resultado 5,1% de cinzas no bagago da cana-de-
acucar. Canilha ef al., (2007) obtiveram como resultado para o bagago de cana-de-agucar
um teor de cinzas igual 1,61%. O valor encontrado neste estudo foi de 2,7% de cinzas
presente no bagago-de-cana de agucar, estando entre os valores encontrados na literatura.

Salazar ef al., (2005) encontraram para a palha do milho 1,52% de cinzas, ja
Santos (2014) encontrou um teor de 2,3% para a palha do milho e Romao (2015) obteve
como resultado para a palha do milho 0,64% de cinzas. O valor encontrado neste estudo
foi de 3,47% estando acima dos encontrados na literatura, porém estdo préximos, e
também deve-se levar em conta que foi utilizado como estudo foi o farelo da casca do
milho e ndo a sua palha.

Biomassas com baixos teores de cinzas, podem oferecer numerosas vantagens
para utilizagdo em processos de bioconversio (FILHO; JULIANI, 2013). As cinzas
quando estdo em concentra¢des altas podem fazer diminuir o poder calorifico do
processo, 0 que possivelmente ocasiona perda de energia e dificuldade na transferéncia
de calor (VIEIRA ef al., 2011). Assim, todas as trés biomassas estudadas possuem
pequena por¢do de cinzas, o que € um saldo positivo para a utiliza¢do destes em processos

de geragdo de energia ou de bioconversao.

4.3 Composiciio de carboidratos na biomassa analisados por HPCL-RID

Durante o processo de retirada dos extrativos da biomassa foi utilizando como
solvente a agua e o etanol. Ao fim dessa operag@o foram retirados 10 mL dos baldes e
passados 100 pL desta solu¢do no HPLC para realizagcdo de leitura de carboidratos
presentes. O volume retirado para esta analise foi compensado nos célculos de extrativos,

e os resultados encontrados pode-se observar na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Concentra¢do de monossacarideos nos extrativos das biomassas (%).

Farelo da palha do arroz Bagago da cana-de-agucar  Farelo da casca do milho

Glicose - 0,03 0,06
Sacarose 2,22 0,68 0,66
Xilose - 0,11 0,02
Arabinose - 0,03 0,05
Lactose 0,14 0,03 0,02

Os valores encontrados sdo como esperados, pois essa extragdo tem o intuito de

retirar compostos presentes na biomassa que n3o tenha tanto valor nos processos de
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hidrolise e bioconversdo, entdo espera-se que tenha pouca quantidade de carboidratos
livres, pois sendo torna desnecessario todo o procedimento de hidrolises para a produgdo
do etanol de segunda geracdo (NAIK er al., 2010).

Comumente, espera-se que 0 monomero majoritario presente nas biomassas seja
a glicose, o que pode ser explicado devido a presenga de maiores quantidades de celulose
do que hemicelulose (LEE; VADLANI;, FAUBION, 2017). Quando se ¢ encontrado alta
concentragdo de monossacarideos, isso pode significar a alta retengdo de carboidratos no
substrato submetido ao pré-tratamento, demonstrando ser benéfico para uma posterior
hidrolise enzimatica e utilizagdo das biomassas como substrato para uma fermentagio
subsequente (MOURTZINIS et al., 2016).

Quando se identifica glicose e xilose, pode-se ter uma confirmagao que a celulose
e hemicelulose foram retiradas durante a deslignificagdo, que acontece durante a adi¢do
de acetato e clorito de sodio, ao qual tem o potencial de realizar a oxidagdo da lignina, o
que deixa os polimeros de agucares livres (ISLAM ef al., 2017). Na biomassa, exceto para
a celulose, todos os outros componentes presentes, tais como a hemicelulose, lignina e
outros extrativos sdo encontrados na sua forma amorfa, o que torna as rea¢des das
biomassas complexas e misteriosas devido a presenca de varios grupos funcionais em
suas estruturas (ZHENG et al., 2017).

Ap0s as biomassas hidrolisadas e filtradas, foram retiradas 10 uL do filtrado e
realizado a leitura em HPLC para identificacdo dos agucares presentes, como se pode

observar na Tabela 4 .4.

Tabela 4.4 - Concentragdo de monossacarideos resultantes das hidrélises (%)

Farelo da palha do Bagaco da cana-de- Farelo da casca do
arroz agucar milho
Glicose 8,66 15,23 14,79
Sacarose - 1,79 -
Xilose - 1,40 9,75
Arabinose 8,20 - 6,33
Frutose 7,83 - -

A presenca majoritaria da glicose era esperada, devido haver maior quantidade de
celulose do que hemicelulose. A concentragdo de carboidratos encontrada € relativamente
baixa quando se compara aos dados da literatura, o que leva a crer que a biomassa possui

uma baixa retengdo de carboidratos em sua estrutura, o que ndo se torna atrativo, pois
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quando emprega-las em processos de bioconversdo os rendimentos podem ser baixos,
porém os resultados de holocelulose provam o contrério.

Para a palha do arroz néo foi identificado presenca da xilose, o que possivelmente
deixa a concluir que ndo ha hemicelulose nesta biomassa, porém durante a analise para
essa biomassa foi encontrado cerca de 19,73% deste polimero, o que leva a crer que o
processo de deslignificagdo ndo foi tdo eficaz como esperado, mas todo o protocolo da
metodologia foi seguido, realizando triplicata das amostras, provando que algo poderia
ndo estar de acordo, como por exemplo a solucdo do acetato e clorito de sodio, sendo
estes os responsaveis pelo processo de separacdo da holocelulose (hemicelulose +
celulose) da lignina (ISLAM ef al., 2017).

Em comparagdo com os autores na Tabela 4.5, é concluso que as amostras lidas
ndo estdo dentro do esperado, pois os resultados obtidos foram bastante divergentes dos
que foram encontrados na literatura. Pode ter acontecido uma deslignificacdo e as
hidrolises (acida e fisica) incompletas, necessitando de uma adaptacdo na metodologia
fazendo com que as amostras estejam em um contato com os reagentes por um maior
tempo, estudando qual condi¢do seja melhor para trabalhar (tempo, temperatura e
concentragdo de reagentes) com as biomassas em estudo. Outro ponto de erro pode ter
sido na calibragdo do pHmetro, pois um dos procedimentos ap6s as hidrolises € realizar
a adi¢do de carbonato de calcio e deixa-lo em um pH proximo de neutro (entre 5,5-6,0),
ndo podendo passar de 8,5, pois se caso chegar a este pH pode acontecer perda de
carboidratos, o qual deixardo as analises tendenciosas ao erro implicando em uma menor
quantidade de aglcares presente, e também em meios muito acidos os carboidratos

tendem a formar compostos como o furfural (SLUITER ef al., 2012).
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Tabela 4.5 - Composig¢io de carboidratos em % de monossacarideos

Glicose Xilose Galactose Arabinose Manose Celubiose Fonte
Islam et al.,
Cascadoarroz 00 1293 ) 22,10 i 7,35 (2017)
Zheng et al.,
Palhado arroz 2200 129 ) 7,33 ) ) (2017)
Sasaki et al.,
Palha do arroz 34,2 19,3 ) 2 i i (2016)
Palha do arroz Sasaki et al.,
moido 1 66 - L7 - - (2016)
bagaco de Panaro ef al.,
cana-de-aguicar 436 28,72 1,37 3,48 ) (20153)
bagago de 18 ) ) Szczerbowski
cana-de-agucar 36,74 20,3 0,65 ’ etal., (2014)
Palha da cana- i i Szczerbowski
de-agucar 32,76 2047 0,97 2,57 etal., (2014)
Bagaco de ) ) Narron ef al.,
cana-de-agucar 4273 20,9 0,9 2017
milho livre de Kim ef al.,
extrativos 42,6 25,8 25,8 13,7 i i (2015)
farelo de milho Leceral.,
desengordurado 194 242 ) o ) ) (2017)
Mourtzinis et
Milho inteiro B4 227 i 23 i i al., (2016)
Espiga do Mourtzinis ef
milho 379 2 - 2.8 - - al.. (2016)
Naik et al.,
Palha de trigo 23,6 16 ! 18,6 28 i (2010)
Narron ef al.,
Palha de trigo 39 18,8 1,2 ) ) 2017
Palha de Naik et al.,
cevada 55,7 15,2 15,6 13,1 0,3 - (2010)

Fonte: O autor

4.4 Composicao de solidos totais, umidade e atividade de agua

E importante conhecer a quantidade de matéria umida e atividade de agua na
biomassa, pois estes estdo diretamente correlacionados com o desenvolvimento de
microrganismos, porque uma grande porcentagem de agua presente favorecera a
atividade metabolica destes. Os valores da atividade de agua variam entre O e 1, ao qual
0 (zero) significa nenhuma atividade de 4gua e 1 (um) muita atividade de agua (ROMAO,
2015) sendo que cada tipo de microrganismo possui uma atividade especifica para seu
desenvolvimento, como por exemplo os fungos que estdo proximos de 0,70, as leveduras
0,80 e as bactérias 0,90 e entre 0,20 e 0,50 dificilmente ocorrera desenvolvimento

microbiano (MORALIS, ef al., 2010).
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Segundo Vieira et al., (2011) a umidade para a casca do arroz esta entre 7,9% e
10%, Souza (2014) encontrou para o bagago recém moido cerca de 50% de umidade, e
para Vieira (2012), o resultado encontrado de umidade para a espiga de milho foi de
16,93%. Na Tabela 4.6 estdo apresentados os valores da quantidade de solidos totais,

umidade e atividade de agua nas biomassas estudadas neste trabalho.

Tabela 4.6 - Quantidade de Solidos totais, Umidade e Atividade de agua (Aw)

nas biomassas.

Solidos Totais (%)  Umidade (%) Aw
Farelo da palha do arroz 93,08+2.15 6,92+2.15 0,391+0,05
Bagaco da cana-de-agucar 57,29+3,88 42,7143,88 0,822+0,03
Farelo da casca do milho 90,91+1.43 9,09+1.43 0,437+0,03

Para todas as biomassas estudadas foram encontrados valores inferiores aos que
foram pesquisados na literatura, isso ocorre devido ao pré-tratamento empregado as
mesmas, 0 que se torna satisfatorio. Avaliando as atividades de agua (Aw), para o farelo
da palha do arroz e para o farelo da casca de milho, dificilmente ocorrera incidéncia de
crescimento microbiano, pois as atividades de agua estdo relativamente baixas e entre os
valores onde ocorre uma dificuldade de atividade metabolica dos microrganismos (entre
0,2 e 0,5), ja para o bagago de cana-de-agiicar, mesmo com a umidade abaixo do que
encontrado na literatura, ainda continua alta e consequentemente com uma alta atividade
de agua (Aw), necessitando de um cuidado especial para que ndo ocorra desenvolvimento
de microrganismo indesejado na mesma, uma das caracteristicas da cana-de-agucar ¢ seu
alto teor de umidade, com isso era de se esperar que o bagaco, mesmo que tratado tivesse

uma quantidade consideravel de umidade presente (FILHO; JULIANI, 2013).

4.5 Analise de extrato etéreo e proteinas

A composicdo de gordura em grandes quantidades na biomassa pode ser extraida
para geracdo de energia (biogas), ou também serem empregados em co-produtos que
possivelmente irdo gerar valor comercial. Os principais produtos com alto valor comercial
importantes a serem extraidos seriam os pigmentos (carotenoides, astaxantina, ficobilina)
utilizados como aditivos alimentares e também na industria farmacéutica e cosmética
(BOSA etal., 2011). Silva et al., (2010) encontraram para o farelo de arroz a quantidade
de lipideos equivalente a 16,96%, Chaud et al., (2009) que estudaram farelo de arroz

integral, encontraram como resultado de gordura equivalente de 15,3%, Carvalho ef al.,
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(2006) caracterizaram a composi¢do quimico-bromatoldgica do bagaco de cana-de-
acucar, encontrando o resultado de gordura de 0,07%, e Zambom et al., (2008) estudaram
a composi¢cdo do milho moido, estimando o valor de extrato etéreo em 3,59%.
Analisando a Tabela 4.7 pode-se observar que os resultados encontrados para as
trés biomassas foram préximos dos que foram encontrados na literatura, e devido a baixa
presenca de gordura as biomassas estas provam ser inviaveis para a retirada dos lipideos
e aplicacdo em processos de agregacdo de valor, exceto para o arroz que apresentou

fragdes de 17,45% de lipideos.

Tabela 4.7 - Composigdo de Gordura e Proteina nas biomassas

Extrato etéreo (%) Proteinas (%)
Farelo da palha do arroz 17,4543 ,43 0,68+0,04
Bagaco da cana-de-agucar 0,586+0,14 -
Farelo da casca do milho 3,32+0,13 7,31+0,03

Em relagdo as proteinas presentes nos residuos, foram encontrados na literatura
alguns resultados de alguns autores, como se pode ver a seguir, Chaud ef al., (2014)
encontraram 1,54% de proteina bruta em seu estudo para o farelo de arroz, Silva ef al.,
(2010) encontraram 4,94% de proteina para o mesmo tipo de residuo. Souza (2014)
encontrou 0,66% de proteina para o bagaco de matérias sacarinas e Carvalho et al., (2006)
caracterizaram a composi¢do quimico-bromatologica do bagago de cana-de-agucar,
encontrando 2,32% de proteina bruta. Zambom et al., (2008) estudaram a composi¢do do
milho moido, estimando o valor de proteina bruta em 8,38%. Em comparagdo com as
biomassas utilizadas neste estudo, as analises do bagaco de cana-de-agucar e do farelo da
casca do milho estiveram muito proximas daquelas encontradas na literatura, porém o
farelo da palha do arroz esteve um pouco distante dos resultados encontrados. Isso pode
se dar pelo tipo de casca do arroz estudado, e também condi¢des climaticas e solo de onde
estes foram plantados.

A diferenca de valores que foram encontrados pode ter essa incidéncia devido a
variabilidade das composi¢des quimicas das matérias-primas ou levar em consideracdo a
época em que as mesmas foram colhidas, ou seja, o fato pode estar associado diretamente
a origem da biomassa ou até¢ mesmo ao método de andlise utilizado por outros autores

(AZEVEDO et al., 2016a).
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

A caracteriza¢do ¢ um passo muito importante para avaliar e conhecer a
composi¢do quimica das biomassas oriundas de residuos agroindustriais, antes de realizar
a aplicacdo destas em processos de bioconversdo e co-geracdo de energia.

A realizagdo da revisdo bibliografica permitiu expandir os conhecimentos sobre o
assunto estudado e enriquecer o trabalho com a pesquisa realizada no laboratorio. A
revisdo também proporcionou a comparacdo de resultados experimentais com a literatura,
aos quais fornece confianca através desta conferéncia de dados para concluir se o
resultado se encontra préximo ou ndo, e se sera necessario refazer determinado
procedimento.

A comparagdo centesimal das biomassas em estudo oferece uma visdo critica
sobre o residuo estudado, neste caso para as biomassas. A concentragdo de dgua estava
abaixo do que fora encontrado na literatura. Para os resultados de gordura encontrado
neste estudo e comparando com a literatura observou-se que os resultados se mostram
proximos do mesmo para as trés biomassas. Para a proteina, o farelo da casca do milho,
e o bagago de cana-de-agucar observou-se, também, valores préximos dos encontrados
na literatura, divergindo um pouco apenas parra o farelo da palha de arroz, diante disto a
diferenga pode estar relacionada com condig¢des climaticas de plantio e época de colheita
do arroz. As cinzas apresentaram valores baixos, porém proximos dos encontrados na
literatura. No geral os resultados foram bastante satisfatorios.

As fragdes de celulose, hemicelulose e lignina encontrados, apresentaram valores
bem proximos daqueles encontrados em trabalhos que estudaram o mesmo tipo de
vegetal, podendo divergir apenas a parte do residuo da planta pesquisada. Os teores de
acucares redutores totais encontrados foram duvidosos, estando muito abaixo daqueles
resultados que foram encontrados por outros pesquisadores, assim conclui-se que ha
necessidade de refazer os testes para uma posterior analise dos mesmos.

Os dados encontrados neste trabalho se mostraram bastante promissores para a
producdo de complexo enzimatico, principalmente para a producio de celulases devido a

maior presenca de celulose quando comparada a hemicelulose, assim estas poderdo se
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Capitulo 5 — Conclusoes

tornar substratos eficientes quando aplicados a fermentacdo alcoolica para a produgdo de

etanol de segunda geragdo.
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