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A dependéncia universal dos combustiveis fosseis tem se mostrado problematica por uma série
de motivos que passam pelo iminente esgotamento das reservas conhecidas destes
combustiveis, 0 grave impacto que sua extragdo e utilizagdo geram no meio ambiente e até
mesmo questdes politico-econdmicas. Diante deste cenario, o uso de combustiveis de origem
renovavel vem se mostrando uma realidade cada vez mais presente no mundo. No Brasil, este
cendrio ja estd bem estabelecido e desde a década de 70 o pais figura entre os lideres na
fabricacao de etanol de primeira e segunda geracdao. Sao muitos os estudos que tem por objetivo
investigar novas tecnologias para fabrica¢do de etanol. Sendo a matéria-prima um dos fatores
que representa boa parte do custo do processo, ¢ de extrema importancia a busca de biomassas
de baixo custo que possam ser utilizadas na obtenc¢do do etanol. As biomassas lignoceluldsicas
tem sido o foco neste sentido e as macréfitas aquaticas se apresentam como uma alternativa
pela sua grande disponibilidade. Neste contexto, este trabalho avaliou o potencial de uma
mistura de macrofitas aquaticas, fornecida pela hidrelétrica Engenheiro Souza Dias (Jupid),
como matéria-prima para producdo de etanol de segunda geracdo via rota quimica. Foi feita a
hidrolise 4cida da biomassa para remocao da fracdo hemiceluldsica e extracdo dos agucares
fermentesciveis; seguida da deslignificac¢do pela hidrolise bésica da celulignina e logo depois e
hidrolise acida da celulose para extragdo dos mondmeros (agucares). A etapa seguinte foi a
fermentagdo dos hidrolisados obtidos em cada etapa, avaliando-se meios com 25%, 50% e 75%
de hidrolisado. Nos melhores cenarios obteve-se 16,5g/L de etanol a partir do hidrolisado
hemiceluloésico e 14,3g/L. de etanol a partir do hidrolisado celuldsico. Nao foram avaliadas as
condi¢des otimizadas para este processo, sendo possivel obter nestas condigdes, em escala de
laboratoério, 4,9kg de etanol para cada tonelada da mistura de macrofitas utilizada.
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Capitulo I - Introducao

I.1 - Justificativa

A demanda mundial por energia cresce significativamente em funcdo de todos os
avancos cientificos e tecnologicos obtidos para o desenvolvimento socioecondmico e melhoria
da qualidade de vida da populacdo. Segundo dados levantados pela Agéncia Internacional de
Energia (IEA), ilustrados na Figura I.1, a matriz energética mundial ainda é composta
majoritariamente por fontes de energia ndo renovaveis (INTERNACIONAL ENERGY
AGENCY, 2021)

Figura I. 1 - Matriz Energética Mundial 2018

Matriz Energética Mundial, 2018
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Fonte: Adaptado de IEA, 2021

Fontes de energia renovaveis como edlica, solar, dentre outras, foram responsaveis pela
producdo de apenas 2% de toda a matriz energética mundial no ano de 2018. Quando se somam
as fatias produzidas através da energia hidrdulica e da energia obtida a partir de
biocombustiveis, as fontes renovaveis totalizam apenas 13,7%.

O cendrio de dependéncia mundial das fontes de energia fossil ¢ extremamente
preocupante por duas principais razdes. A primeira € que se estima para as proximas décadas
um declinio na produgdo de energia a partir de derivados do petréleo, uma vez que a maior
parte das reservas ja atingiu, ou estd perto de atingir o seu pico produtivo (Cavallo, 2002). A

segunda estd relacionada ao aquecimento global. A emissdo de gases causadores do efeito
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estufa aumentou, no mundo inteiro, em 50% entre 1990 e 2018, e o consumo de energia ¢é
responsavel por 73% das emissdes mundiais. O diéxido de carbono (CO2) corresponde a 74%
das emissdes de gases de efeito estufa, e 93% deste CO; ¢ fruto do uso de combustiveis fosseis
(GE, FRIEDRICH, & VIGNA, 2020).

Diante deste cendrio, as atengdes estdo cada vez mais voltadas para as fontes de energia
renovaveis. De acordo com o levantamento da IEA exposto na Figura 1.2, no ano de 2020, em
meio a pandemia de COVID-19, houve uma retracdo na demanda por energias de todas as
fontes, exceto por energias de fontes renovaveis. A perspectiva ¢ que esta tendéncia de
crescimento se mantenha, e que as energias renovaveis sejam responsaveis por atender a 80%
do crescimento da demanda de eletricidade nos préximos 10 anos (IEA, 2020 apud RIBEIRO,
2020).

Figura I. 2 - Demanda de energia em 2020

demanda de energia, em 2020
comparagdo com 2019 (em %)

— s sclea canvo petrdlec tota

fonte: World Energy Outlook/IEA

Fonte: IEA, 2020 apud RIBEIRO, 2020

Uma parcela significativa da energia mundial gerada através de fonte renovavel advém
dos biocombustiveis. Os biocombustiveis sdo produzidos a partir de uma fonte vegetal
(oleaginosas, sacarideas, amilaceas ou lignoceluldsicas) e substituem de forma bastante
eficiente os combustiveis de origem fossil em suas mais diversas aplicacdes. Além disso, cabe
ressaltar que a utilizagdo dos biocombustiveis permite uma redugdo dréstica na emissdo de
gases de efeito estufa.

No Brasil, os biocombustiveis ocupam uma parcela consideravel da matriz energética
do pais. Os dados apresentados na Figura I.3 mostram que em 2018, os biocombustiveis foram

a segunda fonte energética mais utilizada em territorio brasileiro, representando 30,7% de sua
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matriz energética, enquanto no mundo inteiro esta fonte foi responsavel por atender apenas

9,2% da demanda por energia (IEA, 2021).

Figura I. 3 - Matriz Energética Brasileira 2018

Matriz Energética Brasileira, 2018
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Fonte: Adaptado de IEA, 2021

O principal biocombustivel produzido e utilizado em terras brasileiras € o etanol. Desde
os anos 70 e, principalmente, a partir da década de 2000, com a populariza¢dao dos carros com
motores flex, os projetos de pesquisa relacionados a producao de etanol foram intensificados e
o Brasil passou a ser um dos lideres mundiais na fabricagdo e exportacdo deste biocombustivel.
Em 2020 o Brasil, juntamente com os Estados Unidos, foi responséavel por 84% da producado e
comercializa¢cdo mundial de etanol. Foram 2,7 bilhdes de litros exportados, 0,7 bilhdo a mais
do que no ano de 2019 (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2021)

Atualmente o Brasil produz etanol de primeira e de segunda geragdo. Chama-se etanol
de primeira geragdo o que ¢ produzido a partir da fermentacdo direta do caldo ou melago obtido
a partir da cana-de-agucar. Ja o etanol de segunda geragdo ¢ obtido a partir do processo de
fermentagdo de carboidratos liberados da biomassa residual por hidrélise da celulose e
hemicelulose (PITARELO, 2013).

O etanol de segunda geracdo traz como um dos beneficios a possibilidade de aumento

da producao sem necessidade de aumento na éarea cultivada, além de poder ser produzido em



periodos de entressafra, diferente da cana que deve ser processada logo apos a colheita (MELO,
2020).

Neste cendrio de demanda crescente por energia obtida através de fontes renovaveis,
buscando a diminuicdo da emissdo de gases causadores do efeito estufa, a fabricagdo do
bioetanol torna-se objeto de estudo e as buscas por tecnologias mais eficientes e matérias-
primas cada vez mais acessiveis tem se intensificado.

As macrofitas aquaticas tem se mostrado uma matéria-prima bastante promissora para
a producdo de bioetanol de segunda geracdo. Estas plantas, em algumas ocasides, se proliferam
como invasoras, prejudicando o ecossistema e podendo ser uma fonte gratuita para produgdo
de biocombustivel.

Considerando os beneficios da producdo do bioetanol de segunda geragdo, o presente
trabalho avalia o potencial do uso de macrofitas aquaticas como biomassa lignocelulosica para

obtencao de etanol de segunda geragdo, utilizando-se uma rota quimica.

1.2 — Objetivos
1.2.1 — Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo principal a avaliagdo do potencial da mistura de
macrofitas aquaticas como matéria-prima para obtencdo de etanol de segunda geracdo, através

de rota tecnoldgica composta por processos quimicos.

1.2.2 — Objetivos Especificos

e Testar a rota tecnoldgica proposta para producdo de etanol de segunda geragdo a partir da
mistura de macroéfitas aquaticas;

e Extrair a fracdo hemiceluldsica a partir da hidrdlise acida do material lignocelulésico para
producdo de agucares;

e Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado hemiceluldsico, utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae;

e Produzir um hidrolisado rico em agucares da fracdo celuldsica a partir da hidrolise acida
do material lignoceluldsico pré-tratado;

e Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado celuldsico, utilizando a levedura

Saccharomyces cerevisiae;



Capitulo II — Revisdo Bibliografica

I1.1 - Macrofitas Aquaticas

Sdo conhecidas como macroéfitas aquaticas as plantas visiveis a olho nu (CAVALLO,
2002) que tem suas partes fotossinteticamente ativas, permanente ou temporariamente,
submersas ou flutuantes na 4gua. De acordo com Weaner & Claments (1938, apud ESTEVES,
1998) as macrofitas sdo plantas herbaceas que crescem na agua, em solos cobertos pela dgua
ou em solos saturados pela agua.

Sao vegetais com grande capacidade adaptativa e por isso contribuem para estruturagdo
e dindmica de uma imensa gama de ambientes com as caracteristicas mais diversas: lagos,
represas, brejos, corredeiras, ambientes de agua salgada e até em fontes de dguas termais
(XAVIER, CAMPOS, RIBEIRO & MOTA, 2021).

Algumas das espécies mais produtivas das quais se tem conhecimento fazem parte deste
grupo de vegetais e seu metabolismo produz enorme interferéncia no ecossistema em que se
encontram de diversas maneiras. Podem agir como agente despoluidor, removendo nutrientes
de ambientes eutrofizados. Sao responsaveis, por exemplo, pela manutencao da diversidade de
espécies animais das regides litoraneas, uma vez que essa comunidade serve de abrigo para uma
série de pequenos animais se refugiarem de seus predadores (TRINDADE, PEREIRA,
ALBERTONI & PALMA-SILVA, 2010). Ainda contribuem para a manuten¢ao da estrutura
dos ambientes aquaticos, onde a fixacdo das raizes das macroéfitas emersas no solo evitam a
erosdo das margens (XAVIER, CAMPOS, RIBEIRO & MOTA, 2021).

Por outro lado, justamente a capacidade das macrofitas de se multiplicarem rapidamente
em alguns casos representa um problema. Nutrientes vindos de esgoto doméstico, residuos
industriais, erosdo de terras agricolas, em excesso, contribuem para a proliferacdo desordenada
destes vegetais aquaticos afetando os usos multiplos da dgua (TRINDADE, PEREIRA,
ALBERTONI & PALMA-SILVA, 2010). Acumulo de lixo, de sedimentos, prejuizo ao
transporte hidrovidrio, a irrigacdo, ao turismo e a pesca sao alguns dos exemplos. No ambiente
urbano, podem ser arrastadas pelas chuvas para os bueiros, obstruindo a passagem da agua e
causando inundacdo e enchentes. Semelhante ao que ocorre com as turbinas de usinas
hidrelétricas, onde a presenga de macrofitas pode prejudicar a geragdo de energia elétrica
(DAMO, MENDES & FREITAS, 2020). Torna-se entdo, imprescindivel controlar a

proliferacdo do crescimento destas plantas ou a remogao delas do corpo hidrico.



Desta forma, as macrofitas aquaticas se tornam uma fonte abundante e de baixo custo
de biomassa que pode ser aproveitada como matéria-prima na producao de etanol de segunda

geragao.

I1.1.1 - Pistia stratiotes (Alface D’agua); Salvinia auriculata (Orelha-de-Onc¢a) e
Eichhornia crassipes (Aguapé)

Conforme dito anteriormente, um dos principais impactos negativos pelo crescimento
desordenado das macrofitas aquaticas € o prejuizo econdmico as usinas hidrelétricas devido a
obstrucao das grades de tomada de 4gua nos reservatdrios. Dentre as espécies mais frequentes
em reservatorios hidrelétricos brasileiros temos a Pistia stratiotes (Alface D agua), Salvinia
auriculata (Orelha-de-Onga) e Eichhornia crassipes (Aguapé), sendo as trés espécies que
usualmente apresentam um crescimento excessivo (XAVIER, CAMPOS, RIBEIRO & MOTA,
2021). A E. crapisses e a P. stratiotes chegam a dobrar seu peso em 12 dias e podem alcangar
produtividade de até 150 toneladas por hectare em apenas um ano (MANOZZO, 2016).
Enquanto a S. auriculata foi responsavel por cobrir 150000 m? do espelho d’4gua no braco Rio
Grande em Sao Paulo e gerou um volume de biomassa nesta localidade de 1250m? a 2500m?
no periodo de um ano (GONCALVES, 2019).

Uma forma de controle do crescimento excessivo das espécies supracitadas nas usinas
hidrelétricas € a sua remocao do corpo hidrico. Desta forma, as macrofitas podem ser aplicadas
como fonte de matéria-prima para produciao de bioetanol de segunda geragcdo e do ponto de
vista econdmico, o estudo do potencial dessas espécies se torna entdo atrativo, por se tratar de
um excesso de biomassa vegetal disponivel a baixo custo.

A Pistia stratiotes é popularmente conhecida como Alface d’Agua, Erva de Santa Luzia
ou Lentilha d’Agua. Tem sua origem em locais com clima tropical, subtropical e equatorial, ¢
identificada como originaria das Américas do Sul, do Norte e Central (MANOZZO, 2016). E
uma planta flutuante que faz parte da familia Araceae e se reproduz de forma sexuada ou
assexuada, tendo preferéncia pela tltima forma, onde a reprodug@o ocorre por meio de estolhos,
que sdo brotamentos laterais que soltam raizes para baixo e folhas para cima. Tem por
caracteristica ser um vegetal com maior investimento em biomassa da parte aérea do que nas
raizes, ocupando rapidamente areas com boa incidéncia de luz solar (RODRIGUES, 2016).
Segundo Manozo (2016), a P. stratiotes ¢ composta de 16,43% de celulose, 16,52% de

hemicelulose e 15,70% de lignina.



A Orelha-de-Onga, como ¢ conhecida a macrofita Salvinia auriculata, ¢ muito presente
principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais. Pertence a familia das Salviniaceae e ¢
uma erva flutuante livre de ocorréncia anual. Se propaga através de esporos ou por divisdo da
planta. No tltimo caso, a parte submersa da planta desenvolve nés que se fragmentam do talo
principal e cada um destes fragmentos carregam consigo até 5 brotos dormentes que se
dispersam e ddo origem a novas plantas. A S. auriculata pode dobrar sua biomassa em apenas
2 ou 3 dias (GONCALVES, 2019). De acordo com Gongalves (2019), a composi¢ao quimica,
em base seca, da S. auriculata ¢ de 10% de celulose, 22% de hemicelulose e 16% de lignina.

A E. crapisses ¢ uma macroéfita nativa da Amazonia, da familia das Pontederiaceae,
flutuante que pode ser encontrada na forma livre ou fixa. Se reproduz facilmente por via
vegetativa, rizomas ou pequenos fragmentos e suas sementes podem sobreviver submersas por
aproximadamente 15 anos. Seu tamanho esta relacionado a concentracao de nutrientes na agua,
ou seja, funciona como bioindicadora para ambientes eutrofizados. Esta ¢ uma das espécies
mais temidas por causar iniimeros problemas em funcdo de sua répida proliferagdo. A
composi¢do quimica desta espécie, rica em celulose, a torna uma matéria prima atraente para
producdo de energia de segunda geracdo. A Tabela II.1 mostra uma comparacdo com a
composicdo quimica do bagago de cana, a quantidade de lignina ¢ bem inferior, o que ¢ um
aspecto positivo, uma vez que a lignina ¢ um componente indesejado na biomassa (DUTRA,
2018). Segundo Teixeira et al. (2019), a composi¢ao quimica da biomassa seca da E. crassipes

¢ composta de aproximadamente 25% de celulose, 35% de hemicelulose e 10% de lignina.

Tabela II. 1 - Comparagao entre as composigdes quimicas do bagago de cana de agticar e a macroéfita aquatica E.

crassipes
Biomassa Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Bagaco de Cana 36,0 26,0 20,0
E. crassipes 25,0 35,0 10,0

Fonte: Adaptado de DUTRA, 2018 ¢ TEIXEIRA et al., 2019

Namadi et al. (2013) avaliaram o teor de agticares e o potencial para producgdo de etanol
das biomassas de Eichhornia crapisses (Aguapé), Pistia stratiotes (Alface d’Agua) e Salvinia
molesta (Salvinia Gigante). As plantas foram colhidas, lavadas, trituradas e secas
separadamente em estufa a 105°C por 6 horas. Cada uma delas passou por hidrdlise com &cido
sulfurico 10% e foi levada posteriormente para fermentacdo com leveduras Saccharomyces

cerevisae e Saccharomyces carlsbergensis (juntas e separadamente). A fermentacdo foi
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conduzida a 30°C ao longo de 3 semanas. Foram coletadas amostras do meio de fermentagao
apos 7 dias, 14 dias e 21 dias. As quantidades de glicose encontradas na E. crassipes, P.
stratiotes e S. molesta foram 0,08; 0,07 e 0,04 g/L enquanto para xilose foram obtidos os valores
de 0,11; 0,09 e 0,07 g/L respectivamente. As biomassas com maior potencial para obtencao de
etanol foram a E. crassipes e P. stratiotes que levaram a producao de 25 cm? de etanol, enquanto
a S. molesta gerou 20 cm?® ap6s 21 dias de fermentacao.

Pothiraj et al. (2014) analisaram a viabilidade do uso do Aguapé como substrato para a
producdo de etanol através de fermentacao utilizando mono e co-cultura dos microorganismos
Trichoderma reesei e Fusarium oxysporum com Pichia stipitis. No processo separado de
sacarificacdo e fermentacdo, a biomassa, que passou pelo pré-tratamento alcalino, foi
sacarificada pelas enzimas da 7. reesei e F. oxysporum e fermentada pela P. stipitis, resultando
em um rendimento baixo, de 0,344 g/g de etanol em 96h. J4 a sacarificagdo e fermentagdo
simultanea utilizando co-culturas de 7. reesei e P. stipitis s€ mostrou um processo promissor
com rendimento de 0,411 g/g de etanol em 60h.

Em seu estudo, Bronzato (2016) avaliou de forma comparativa algumas rotas de
producdo de etanol de segunda geracdo a partir do Aguapé. Para o pré-tratamento avaliou-se a
auto hidrdlise, hidrélise com perdxido de hidrogénio, hidrolise com acido sulfurico e com &cido
acético. Além disso, também foi comparado o desempenho das tecnologias de hidrodlise
enzimatica simultanea ou separada do processo de fermentacdo. Determinou-se que o pré-
tratamento mais eficiente foi o realizado com 4acido sulfurico e que a hidrolise enzimatica e
fermentacdo simultanea € o processo de maior produtividade, com rendimento final de 110 L/t
de etanol/Aguapé seco.

Zhang et al. (2016) utilizaram o Aguapé como substrato para fabricacdo de etanol de
segunda geracdo em seu estudo, e constataram que o processo mais efetivo foi a combinagdo
de pré-tratamento acido com hidrdlise enzimatica e sacarificacdo e fermentagdo simultanea. O
estudo prop6s um modelo para otimizar as condi¢des de fermentagdo, e de acordo com este
modelo o processo foi conduzido a 38,87°C, por 81,87h e obteve por resultado a producao de
402,93 mg de agucares redutores e 1,289 g/L. de etanol.

Teixeira (2019) estudou a produgdo de etanol de segunda geracdo a partir da biomassa
de Aguapé e constatou o melhor desempenho do pré-tratamento acido no processo de
sacarificagdo obtendo 46,16% de rendimento na conversao de agucares redutores. Combinado
a este pré-tratamento, a sacarificacdo e fermentagdo separadas demonstraram maior eficiéncia,

quando comparadas com sacarificacdo e fermentagdo simultanea, levando a obtencdo de 2,62
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g/l de éalcool no mosto fermentado. O microorganismo utilizado neste trabalho foi a
Saccharomyces cerevisae.

Whangchai et al. (2021) compararam os resultados da utilizagdao da biomassa de Alface
d’Agua (P. stratiotes), fresca e seca, para produgdo de etanol de segunda geragdo. Foi feito o
pré-tratamento com acido sulfurico e, posteriormente, com hidroxido de sddio. Em seguida, o
material passou pela hidrélise enzimatica, durante 24 horas, com adig¢@o de 1% de celulase. Por
fim, foi adicionado 1% do in6culo de Saccharomyces cerevisae previamente preparado e
iniciou-se a fermentacdo, conduzida a 30°C por 72 horas. Os experimentos revelaram que o
maior teor de agucares totais (11,350 + 0,09%), acucares redutores (4,773 + 0,15%) e etanol

(15,385 g/L) foi obtido para a biomassa seca e pré-tratada.

I1.2 — Composicao estrutural dos materiais lignoceluldsicos

E conhecido como material lignocelulésico toda biomassa de origem vegetal ou
resultante de seu processamento, bem como aquela produzida por residuos agroindustriais. A
estrutura destes materiais, ilustrada na Figura II.1, ¢ composta por uma rede complexa e
resistente formada, principalmente, por celulose (30% a 50%), hemicelulose (15% a 35%) e

lignina (10% a 30%) (RODRIGUES et al., 2017), presentes na parede celular vegetal.

Figura II. | - Estrutura lignoceluldsica de uma biomassa vegetal

Parede celular

Microfibrila \, Hemicelulose
celulésica \

Fonte: CORDEIRO, 2016

As cadeias de celulose, principal componente destes materiais, ficam ligadas entre si
através de ligagdes de hidrogénio, intra e intermoleculares, e formam, juntas, as fibrilas
elementares (com cerca de 36 cadeias) com larguras de 3 a 4 nm. A hemicelulose, um
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polissacarideo, tem o papel de unir as fibrilas de celulose umas as outras, através de ligacdes
complexas. Por fim, estas duas estruturas sdo cobertas pela lignina, um polimero aromatico,

que se liga a celulose e a hemicelulose através de ligagdes covalentes.

I1.2.1 — Celulose

A celulose ¢ um polissacarideo, linear, cuja unidade basica de repeti¢cao ¢ um dimero de
glicose, conhecido como celobiose (CORDEIRO, 2016). Sua funcao principal ¢ conferir forma
e suporte as células vegetais, além de protecdo. Suas unidades sdo ligadas entre si através de
ligagdes B-1,4-glicosidicas, que conferem a estas moléculas formas tridimensionais. Além
disso, conforme exibido na Figura I1.2, alguns grupos hidroxila dos monémeros podem formar
ligacdes de hidrogénio com hidroxilas de outras moléculas de celulose, conferindo consisténcia
as cadeias unitarias, ou podem ainda formar liga¢des intramoleculares, responsaveis pelo alto
grau de cristalinidade, insolubilidade em agua e rigidez, particulares desta molécula (DUTRA,

2018).

Figura II. 2 - Estrutura de uma molécula de celulose

Ligagé&o de hidrogénio
intramolecular

Ligacéo de hidrogénio
intermolecular

Celobiose

Fonte: VIANA, 2017

I1.2.2 — Hemicelulose

As hemiceluloses sdo também polissacarideos, mas diferente da celulose, trata-se de
heteropolimeros, compostos por pentoses, hexoses, além de desoxiagucares e 4cidos urdnicos
(RODRIGUES et al., 2017). Os monomeros que compdem, em proporgdes variadas, essas

polioses sdo: B-D-xilose, B-D-manose, -D-glicose, a-L-arabinose, a-L-galactose, acido- B-D-
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glicourdnico, 4cido- B-D-galactourdnico e dcido-o-D-4-metilglicourdnico e estdo apresentados

na Figura I1.3 (LINO, 2015). O teor e a propor¢cdo dos mondmeros que compdem as

hemiceluloses ¢ uma caracteristica que varia de acordo com a origem e espécie de cada vegetal.

Figura II. 3 - Formulas dos agticares componentes das hemiceluloses

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS

(e}

H
B -D-glucose

a-D-arabinopiranose

H
o Ol

H

H
HO H H H O

a-L-arabinosefuranose p-D-galactose

H OH

Acido a-D-galactornica

DEOXIEXOSES

a-L-ramanose

Fonte: CORDEIRO, 2016

Possuem cadeias de peso molecular relativamente baixo (polimerizagdo inferior a 200),

amorfas, que podem ser lineares ou ramificadas. Em virtude disso, sdo mais suscetiveis a

hidrolise quimica, sob condi¢cdes mais brandas, ou seja, sua degradacdo ¢ mais facil do que a

da celulose.

I1.2.3 — Lignina

A lignina ¢ o componente ndo polissacaridico mais abundante da lignocelulose. Trata-

se de uma molécula formada pela polimerizacdo de trés mondmeros de fenil-propano: alcool p-

cumarilico, coniferilico e sinapilico, ilustrados na Figura I1.4. Estas unidades aromaticas sdo

também conhecidas como grupo p-hidroxifenil (H), guaiacil (C) e siringil (S) e sdo

caracterizadas por possuirem nenhum, um ou dois grupos metoxil, respectivamente.
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Figura II. 4 - Estrutura dos alcoois precursores da lignina

H3CO
HO \ HO
CH,0H CH,0H
H3;CO H;CO
alcool trans-coniferilico alcool trans-sinapilico

<O
\ CH,0H

alcool trans-para-cumarilico

Fonte: OLIVEIRA, 2010

E uma macromolécula complexa, heterogénea, hidrofobica, de estrutura tridimensional
e altamente ramificada, que possui varias liga¢des cruzadas, sendo responsavel pela resisténcia
da parede celular dos vegetais ao impacto, compressao e dobra. (OLIVEIRA, 2010).

Na parede celular dos vegetais, as unidades de fenil-propano se ligam aos residuos de
acido glicourdnico e arabinose das xilanas, que sdo um tipo de hemicelulose, formando uma
matriz que envolve a celulose e dificulta a degradacido quimica e/ou biolégica (LEMOS, 2001

apud OLIVEIRA, 2010).

I1.3 — Pré-tratamento de materiais lignocelulosicos

Como ja relatado nos capitulos anteriores, a biomassa lignoceluldsica ¢ formada
principalmente por componentes de estrutura complexa, com partes altamente cristalinas e
ligagdes fortes, que conferem rigidez ao material. Desta forma, a etapa de pré-tratamento tem
o papel fundamental de tornar os aglicares presentes na matéria-prima disponiveis para as etapas
de hidrolise e fermentagdo. As principais finalidades desta etapa sdo a ampliacdo da parte
amorfa da celulose, tornando sua estrutura menos cristalina, a solubilizagao da hemicelulose ¢
a desagregacdo da matriz de lignina (DUTRA, 2018; GARSTKA, 2019; CORDEIRO, 2016).
Além destes objetivos, o pré-tratamento também visa aumentar a area superficial da biomassa
e evitar a formacdo de compostos inibidores do processo subsequente de fermentagdo
(CORDEIRO, 2016).

Os métodos de pré-tratamento se dividem em quimicos, fisicos, fisico-quimicos e
bioldgicos. Muitas vezes estes métodos sao aplicados de forma combinada, a depender do tipo
e origem de biomassa lignoceluldsica na qual sdo empregados.

O pré-tratamento bioldgico se apresenta como uma alternativa ao pré-tratamento

quimico para alterar a estrutura dos materiais lignoceluldsicos. Geralmente, microrganismos
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que degradam a madeira como fungos de podriddo branca, parda ou macia, sdo empregados
neste tipo de pré-tratamento. Este método proporciona degradagdo da lignina e hemicelulose,
tornando a biomassa mais susceptivel hidrolise (CANILHA et al., 2012).

Os pré-tratamentos fisicos sdo de natureza mecanica (moagem, trituragdo, pirdlise),
podem ser utilizados, embora sejam desfavoraveis do ponto de vista energético, com foco na
reducdo do tamanho das particulas, aumentando sua superficie de contato, redu¢do da
cristalinidade e remocao parcial da hemicelulose (DUTRA, 2018).

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo os que unem a a¢do de agentes quimicos, como
acidos, bases ou até mesmo agua, com processos fisicos que incluem altas temperaturas,
pressoes elevadas, ultrassom. O principio ¢ aumentar a area superficial da biomassa e promover
sua hidroélise total ou parcial. Os pré-tratamentos fisico-quimicos mais utilizados sao explosdo
a vapor, tratamento com agua quente (LHW), explosdo com CO; e explosdo com SO»
(RODRIGUES, et al., 2017; TAHERZADEH & KARIMI, 2007b).

Os pré-tratamentos quimicos incluem a ozondlise, deslignificagdo oxidativa, processo
organossolv, além dos pré-tratamentos 4cidos ou alcalinos, que sao utilizados em maior escala.

A Figura IL.5 ilustra, de forma esquematica, o estado da biomassa lignocelulésica antes

e depois do pré-tratamento, com seus componentes devidamente separados.

Figura II. 5 - Material lignoceluldsico antes e depois do pré-tratamento
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Fonte: VIANA, 2017

I1.3.1 — Pré-tratamento acido
O tratamento com 4cido ¢ um dos mais estudados e eficientes e visa a pré-hidrolise da

fracdo hemicelulosica, levando obtencdo da xilose, em maior proporcao, e de glicose e
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arabinose em quantidades menores. O 4cido sulftrico ¢ o mais comumente empregado neste
processo, mas também podem ser utilizados os 4cidos cloridrico, nitrico ou fosforico. Em geral,
este processo ¢ conduzido com acido diluido e sob condi¢des brandas de temperatura (até
120°C), para minimizar a formacdo de acido acético e furfural, subprodutos inibidores do
processo de fermentacdo (RODRIGUES et al., 2017). Apos este processo, ocorre um aumento
da susceptibilidade da celulose ao processo subsequente de hidrolise, porém a remogdo da

lignina ndo ¢ siginificativa.

I1.3.2 — Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento com alcalis tem como principal objetivo a disponibilizagdo das fragdes
celulosica e hemiceluldsica através da deslignificacdo. Os agentes alcalinos promovem a
hidrolise da lignina, através de sua desestruturacao e inchaco das fibras. Com isso, a superficie
interna da celulose aumenta e seu grau de polimerizacado e cristalinidade diminuem (DUTRA,
2018; RODRIGUES et al, 2017). Podem ser utilizados hidroxido de soédio, hidroxido de
potassio, hidroxido de célcio ou amdnia neste pré-tratamento, porém o hidroxido de célcio tem
se mostrado o mais efetivo, além de ter o menor custo. A amodnia tem se mostrado seletiva na
solubilizagdo da lignina e vantajosa pela facilidade de recupera¢do (RODRIGUES et al., 2017).

Assim como no caso do pré-tratamento acido, ha que se cuidar para que se utilizem as
condi¢des otimas de temperatura, concentracdo e tempo, de forma a minimizar formacdo de

acido acético, agente toxico para as leveduras produtoras de etanol da fermentacao.

I1.4 — Hidrolise de materiais lignoceluldsicos

Apds o pré-tratamento, com a quebra das estruturas lignoceluldsicas, as cadeias
poliméricas de celulose e hemicelulose ficam disponiveis para passar pela préxima etapa do
processo de obtencdo de etanol: a hidrolise. A lignina segue como um subproduto do processo.

Nesta etapa, as ligacdes de hidrogénio dos carboidratos poliméricos oriundos da
biomassa lignocelulésica sdo quebradas e estes sdo convertidos em agucares mais simples,
capazes de serem fermentados e convertidos a etanol.

A hidrolise da celulose leva a producdo de glicose, cujo processo fermentativo ¢ de
amplo conhecimento, sendo realizado por séculos, enquanto a hidrélise da hemicelulose produz
uma mistura de agucares que inclui xilose, arabinose, galactose, manose e glicose.

Existem alguns métodos que podem ser utilizados na hidrolise da celulose e da
hemicelulose, mas os mais usualmente utilizados sdo divididos em dois grupos: hidrolise
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quimica (hidrélise acida) e hidrdlise enzimatica. Existe ainda a possibilidade de hidrodlise por

irradiacao de feixe de elétrons, irradiagdo de raios gamma ou ainda irradiagdo de micro-ondas;

mas estes processos ainda nao sdo aplicados comercialmente (TAHERZADEH & KARIMI,
2007a; DEMIRBAS, 2005).

11.4.1 — Hidrolise enzimatica

A hidrolise enzimatica da celulose e da hemicelulose ocorre através da acao de enzimas

bastante especificas conhecidas como celulases e hemicelulases (glicosehidrolases).

De maneira resumida, o processo se inicia com a enzima se adsorvendo a superficie da

celulose, degradando-a a agucares fermentesciveis e termina com a dessorcdo da enzima.

Participam deste processo trés tipos de celulases: as exo-1,4-B-D-glucanases, que atuam nas

extremidades da molécula de celulose removendo unidades de celobiose; as endo-1,4-B-D-

glucanases, que atacam as regides de menor cristalinidade no meio da cadeia de celulose; e a

1,4-B-D-glucosidases, que hidrolisam as celobioses formando glicose. A Figura I1.6 exibe um

esquema da degradacdo da celulose em glicose (TAHERZADEH & KARIMI, 2007b).

Figura II. 6 - Hidrdlise enzimatica da celulose
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Fonte: MALBURG et al., 1992 apud VIANA, 2017

Além das celulases, pode ser necessario a adigdo de enzimas hemicelulases, um

conjunto que engloba quatro enzimas. Como a hemicelulose ¢ uma molécula mais heterogénea,
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a atuagdo das enzimas também acontece de forma mais complexa do que no caso da celulose.
As endo-1,4-B-D-xilanases que hidrolisam as liga¢gdes no meio da cadeia de xilanas (pentanas
formadas por unidades de D-xiloses); as 1,4-B-D-xilosidases que atacam as extremidades das
cadeias de xilanas, liberando xiloses; endo-1,4-B-D-mananases que quebram as ligacdes
internas nas cadeias de mananas; e as 1,4-B-D-manosidases, que atuam nas extremidades das
mananas gerando as manoses. Por fim, as enzimas responsaveis por remover as ramificagoes:
a-D-galactosidases, o-L-arabinofuranosidases, a-D-glucuronidases, acetil xilana esterases e
feruloil esterases (CANILHA et al., 2010).

O processo hidrélise enzimatica ocorre sob condi¢cdes bem controladas de temperatura
(40°C-50°C) e pH (4,5-5,0). Em funcao das condi¢des brandas, ndo ¢ preciso lidar com questdes
de corrosdo ou com a degradacdo dos agucares formados (TAHERZADEH & KARIMI,
2007b).

Uma dificuldade no processo de sacarificacdo enzimatica esta relacionada ao actiimulo
de glicose de outros polissacarideos, produtos do processo, que em excesso inibem a atuagao
das enzimas e levam a um menor rendimento na obtengao dos agucares. Além disso, os custos
com as enzimas sao altos e o tempo de reagdo costuma ser longo quando comparado a hidrélise

realizada pela rota quimica.

11.4.2 — Hidrolise acida

A hidrolise 4cida de materiais lignoceluldsicos ¢ um processo relativamente antigo, que
consiste na obten¢ao dos monomeros da celulose e da hemicelulose ao submeter a biomassa ao
contato com uma solucdo acida, por determinado periodo de tempo, em uma temperatura
especifica.

Podem ser utilizados tanto 4cido cloridrico quanto sulfurico neste processo, sendo este
ultimo o mais empregado por questdes ambientais que envolvem uso do acido cloridrico. E o
acido pode ser utilizado diluido ou concentrado, com condi¢des especificas de operagao.

A hidrélise com acido concentrado (30% a 70%) € conduzida em condigdes brandas de
temperatura (aproximadamente 40°C) e pressio (DEMIRBAS, 2005). Em contrapartida, os
tempos de reagdo sdo, em geral, maiores quando comparados ao processo que utiliza acido
diluido. Os rendimentos obtidos na obtengdo de agucar, utilizando-se acido concentrado,
costumam ser bem altos e, consequentemente, também sdo obtidos bons rendimentos para a

fabricacdo de etanol. As condi¢cdes mais brandas também levam a menores indices de
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degradacdo dos agucares, formando menos produtos que prejudicam a etapa posterior de
fermentagao.

Apesar das vantagens, este processo ndo tem sido tdo desenvolvido, por ser
relativamente lento e custoso. A recuperagdo do acido envolve sistemas de alto custo e a op¢ao
de ndo o recuperar implica na formagdo de grandes quantidades de sulfato de célcio, cuja
disposicao também geraria despesas extras.

O método mais utilizado é o da hidrélise com acido diluido (concentragdes da ordem de
1%). Neste caso, o processo ¢ realizado sob condi¢des severas de temperatura e pressdo com
tempos de reagdo de apenas alguns minutos ou até mesmo segundos. A grande desvantagem
deste método ¢ que a alta temperatura e pressdo levam a degradagdo dos actcares formados,
fato que ndo apenas diminui o rendimento de actcares, mas, principalmente, leva a obtengao
de subprodutos indesejados.

Taherzadeh et al. (1997, apud TAHERZADEH & KARIMI, 2007a) conduziram um
estudo para avaliar a cinética da rea¢do de hidrolise utilizando acido sulftrico diluido (0,5%)
em apenas um estagio, com temperaturas entre 188 e 234°C e um tempo de retenc¢do de 7
minutos. Foi constatado que mais de 80% da hemicelulose foi hidrolisada a menos de 200°C,
enquanto o maior rendimento da obtenc¢do de glicose foi atingido a partir de 220°C. Assim, ¢é
possivel minimizar a degradacdo dos agucares dividindo-se o processo em dois estagios: o
primeiro conduzido a temperaturas menores para obtencao de pentoses e o segundo estagio em
condi¢des mais severas para obtengao de hexoses.

A Tabela II.2 mostra uma rapida comparacdo entre os dois métodos de hidrélise.

Tabela I1.2: Comparagao entre hidrolise acida e enzimatica

Parametro Hidrolise acida Hidrélise enzimatica
Pré-tratamento Pode ser necessario Necessario
Taxa de hidrolise Rapida (min.) Lenta (h)
Temperatura Alta (200 °C) Baixa (45 °C)
Presséo Alta Atmosférica
Rendimento Depende do material e dos detalhes Depende do material e dos detalhes do
do Processo processo
Formag&o de subprodutos Provavel formagéo Nao ha formagao

Fonte: KRISHNA et al., 2000 apud CORDEIRO, 2016
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I1.5 — Fermentacio dos hidrolisados lignoceluldsicos

I1.5.1 — Fermentacio de hidrolisados hemicelul6sicos

A fermentacdo alcodlica € um processo bioquimico no qual microrganismos se nutrem
de agticares fermentesciveis gerando etanol e outros subprodutos.

A fermentagdo de hidrolisados hemicelulésicos requer que o microrganismo utilizado
no processo seja capaz de fermentar hexoses (glicose, manose e galactose) e pentoses (xilose e
arabinose) e ainda ser tolerante aos agentes inibitdrios como acidos fracos, furaldeidos e
compostos fenolicos.

Um dos maiores desafios nesta area de pesquisa tem sido a fermentacdo da xilose em
escala industrial. A Saccharomyces cerevisae, 0 microrganismo mais utilizado comercialmente
para produgdo de etanol a partir da fermentag@o por possuir alta resisténcia aos inibidores, nao
¢ capaz de metabolizar as pentoses, que sdo os principais aglicares gerados na hidrolise da
hemicelulose.

Existe uma grande variedade de leveduras, fungos e bactérias capazes de metabolizar
pentose, porém apenas alguns sdo capazes de realizar a fermentac¢ao da xilose levando-a a etanol
de forma eficiente em escala industrial. Scheffersomyces stipitis (Pichia stipitis), Candida
guilliermondii, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus sdo exemplos de microrganismos
capazes de consumir pentoses (CANILHA et al., 2012).

Este processo consiste na conversdao da xilose a xilitol pela agdo da enzima D-xilose
redutase (XR), na presenca de NADH e/ou NADPH. Em reagdo subsequente o xilitol ¢ levado
a D-xilose pela agdo do xilitol desidrogenase (XDH) em conjunto com as coenzimas NAD" ou
NADP*. A D-xilose ¢ entdo fosforilada a D-xilose-5-fosfato em reagdo catalisada pela xilose
quinase, com consumo de ATP. A D-xilose-5-fosfato pode ser convertida, através de reagdes
ndo-oxidativas da via das pentoses, a gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato. Estes ultimos
sio convertidos a piruvato através da via Embden-Meyerhoff-Parnas (PARAJO,
DOMINGUEZ & DOMFNGUEZ, 1998). Em condi¢des de baixa oxigenagdo o piruvato €
levado a etanol pelas enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase, com consumo de
NADH. Em presenca de oxigénio, o piruvato ¢ oxidado através do ciclo de Krebs na cadeia
respiratoria (CARVALHO, 2009). A Figura I1.7 ilustra, de maneira esquematica, o processo

descrito.

18



Figura II. 7 - Metabolismo da xilose em leveduras
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Fonte: CARVALHO, 2009

I1.5.2 — Fermentacao de hidrolisados celuldsicos

A hidrolise da parte celuldsica da biomassa leva a formagao de moléculas de glicose

que, como ja mencionado anteriormente, ¢ um agucar passivel de ser convertido diretamente a

etanol pela acdo de uma variedade grande microrganismos, sendo a Saccharomyces cerevisae

o mais amplamente utilizado.

Teoricamente, 100g de glicose deve levar a formagao de 51,1g de etanol e 48,9g de

didxido de carbono. Na préatica, o rendimento desta reacdo nunca chega a 100%, pois parte da

glicose ¢ utilizada pelo microrganismo para crescimento celular.
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Figura II. 8 - Reagdo global de conversao da glicose a etanol

Glicose Etanol Diéxido de carbono
CeH1206 — 2C2HsOH + 2C0O2

Fonte: Elaborada pelas autoras

A transformacdo ilustrada, de forma global, na Figura IL8, envolve, na verdade, 12
reagoes, catalisadas por enzimas chamadas de enzimas glicosidicas. Estas enzimas sdo sensiveis
a diversos fatores como pH, temperatura, concentracdo de nutrientes, presenca de inibidores,
entre outros, que podem interferir no processo de fermentacao, estimulando-o o reprimindo-o.

Um dos fatores que contribuem para a S. cerevisae ser a levedura mais utilizada neste
processo ao longo da historia ¢ o fato de que este microrganismo tem se mostrado bastante
resistente a presenga de inibidores e a variagdes de temperatura. Além disso, ¢ um aerobio
facultativo, ou seja, se ajusta tanto a condi¢des de aerobiose quanto de anaerobiose. Na presenga
de oxigénio, o acucar ¢ convertido em biomassa, CO2 e H>0, enquanto na auséncia de oxigénio
ocorre o processo conhecido como fermentagao, onde o agucar € transformado em etanol e CO».

A principal rota metabolica envolvida na fermentacgdo, e exibida na Figura I1.9, ¢ a
glicolise, via pela qual a molécula de glicose ¢ transformada em duas moléculas de piruvato
(acido piruvico), por uma série de reagdes que incluem transferéncia de fosfato, oxidagao-
reducdo, descarboxilacdo e isomerizagdo. O acido piravico sofre entdo descarboxilagdo, pela
enzima piruvato-descarboxilase, formando acetaldeido e gids carbonico. Em seguida, o
acetaldeido ¢ reduzido a etanol pela acdo da enzima alcool-desidrogenase na presenga da co-
enzima NADH (FURLAN, 2009).

O principal objetivo da metabolizacdo do agtcar pela levedura ¢ a geragdo de energia
sob forma de ATP (adenosina trifosfato), que ocorre quando duas moléculas de 1,3-
difosfoglicerato sdo convertidas em piruvato. O etanol, assim como o COa, resultantes deste
processo constituem, tdo somente, produtos de excre¢do sem utilidade para célula em
anaerobiose. Estes produtos podem, no entanto, ser utilizados pela célula em condi¢des de

aerobiose para geracdo de mais ATP e biomassa (CARVALHO, 2009; LIMA et al., 2001).
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Figura II. 9 - Via glicolitica. biossintese de glicerol e conversao do piruvato a etanol
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Enzimas - A: Fosfoglucose Isomerase; B: Fosfofrutoquinase; C: Aldolase; D: Triose
Fosfato Isomerase; E: Gliceraldeido 3-fosfato Desidrogenase; F: Fosfatoglicerato
Quinase; G: Fosfoglicerase Mutase; H: Enolase; I: Quinase Piruvica; J: Piruvato
Descaboxilase; K: Desidrogenase Alcodlica; L: Glicerol-3-fosfato Desidrogenase; M: a-
glicerofosfatase.

Fonte: VIANA, 2017

I1.6 — Estratégias para producio de etanol de segunda geracio

I1.6.1 — Hidrolise enzimatica e fermentaciao separadas (SHF)

Neste processo, a matéria lignoceluldsica pré-tratada ¢ hidrolisada e subsequentemente
fermentada a etanol, em unidades separadas.

Como, quase sempre, as melhores condigdes necessarias para cada um dos processos

sdo diferentes, a grande vantagem desta estratégia ¢ a possibilidade de conduzir a hidrélise e a
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fermentagdo em suas condi¢des O6timas. A desvantagem principal € que o acimulo de agucares
leva a inibicdo da atividade das enzimas que realizam a hidrdlise. Outra desvantagem ¢ a
contaminacdo. O processo de hidrolise ¢ relativamente longo (1-4 dias), e a solugdo diluida de
acucares ¢ bastante suscetivel a contamina¢@o por microrganismos. As proprias enzimas podem

ser uma possivel fonte de contaminacdo (TAHERZADEH & KARIMI, 2007b).

I1.6.2 — Sacarificaciao e fermentacao simultineas (SSF)

Uma das estratégias mais bem-sucedidas para producao de etanol a partir de biomassa
lignoceluldsica ¢ a combinacdo da hidrdlise enzimatica da celulose com a fermentagdo em
apenas uma etapa, a qual ¢ conhecida como sacarificacao e fermentagao simultaneas (SSF). A
fermentacdo das pentoses segue sendo realizada em reator separado.

Neste processo, a glicose produzida a partir da hidrélise da celulose ¢ imediatamente
consumida pelo microrganismo responsavel pela fermentagdo. Desta forma, as concentragdes
de agucares no meio sdo mantidas sempre baixas, evitando o efeito inibitério que ocorre na
SHF. Os riscos de contaminacdo no caso de uso desta estratégia também sdo bem reduzidos,
em razao da presenca de etanol no meio.

Comparando-se com a produgdo de etanol pelo método SHF, o método SSF apresenta
maiores rendimentos. As quantidades de enzimas e de reatores sao menores também, o que
torna este método mais vantajoso do ponto de vista econdmico.

A desvantagem deste método reside no desafio de encontrar as condi¢gdes Otimas de
processo que funcionem bem tanto para a hidrélise enzimatica quanto para a fermentagdo. A S.
cerevisae torna-se praticamente inativa a 40°C, enquanto a maioria das celulases tem seu ponto

otimo de funcionamento entre 45°C e 50°C (TAHERZADEH & KARIMI, 2007b).

I1.6.3 — Sacarificacio e cofermentacao simultineas (SSCF)

Uma outra possibilidade ¢ a sacarificagdo e cofermentacdo simultineas, onde
cofermentacdo refere-se a fermentacao de pentoses e hexoses a etanol.

O processo SSCF ¢ considerado uma evolucdo do processo SSF, uma vez que nele,
glicose e xilanas sdo fermentadas juntas em um mesmo reator, pelo mesmo microrganismo.
Como nao existe nenhum organismo capaz de metabolizar eficientemente tanto pentoses quanto
hexoses, todos os registros de processos que utilizam essa estratégia envolvem o

desenvolvimento de microrganismos recombinantes, o que implica em altos custos.
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11.6.4 — Biprocessamento consolidado (CBP)

Para todos os processos descritos até o momento, as enzimas sdo obtidas a partir de
fontes externas. No bioprocessamento consolidado, o etanol, bem como todas as enzimas
necessarias, ¢ produzido em um unico biorreator por uma unica comunidade microbiana
(TAHERZADEH & KARIMI, 2007b).

Ainda ndo existem registros de organismos, ou combinacdes de microrganismos,
capazes de produzir celulases e outras enzimas nas quantidades requeridas para o processo, €
ainda produzirem etanol em concentracdes e rendimento satisfatorio e por isso, 0s organismos

utilizados neste tipo de processo sdo obtidos a partir de engenharia genética.
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Capitulo III — Materiais e Métodos

III.1 — Matéria-prima

Para o presente estudo foi utilizada como matéria-prima uma mistura de macroéfitas
aquaticas moida (Figura III.1), composta pelas espécies Pistia stratiotes (Alface D agua),
Salvinia auriculata (Orelha-de-Onga) e Eichhornia crassipes (Aguapé). Nao se sabe ao certo a
composicdo exata da mistura, pois a mesma foi fornecida pela hidrelétrica Engenheiro Souza
Dias (Jupid) — propriedade da CTG Brasil, localizada no rio Parana entre as cidades de

Andradina e Castilho (SP) e Trés Lagoas (MS) - sem maiores especificacdes.

Figura III. 1 - Matéria-prima usada na pesquisa composta por uma mistura de macrofitas aquaticas

Fonte: Elaborada pelas autoras

III.1.1 — Determinacdo de celulose, hemicelulose, lignina e cinza (Adaptado de
Ververis et al., 2007; Sluiter et al., 2005)

A caracterizacdo da matéria-prima utilizada em relacao a sua composi¢ao contribui para
avaliagdo do potencial das macrofitas na producdo de etanol de segunda geragdo. O
procedimento para a determinagdo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foi
realizado conforme descrito abaixo em triplicata.

Inicialmente executou-se o preparo das membranas de vidro para garantir que
estivessem livres de impurezas. Para tal, o material foi lavado com 15 mL de agua destilada,
fazendo circulos do centro até a borda. Em seguida, as membranas foram dispostas em cadinhos
de aluminio (Figura III.2) e secas em mufla a 575°C por 1 hora. Apds esse periodo, o conjunto,
cadinho e membrana, foi colocado em dessecador para resfriar até temperatura ambiente. Por

fim, o conjunto foi pesado e sua massa registrada (mo).
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Figura III. 2 - Conjunto cadinho e membrana apds procedimento de limpeza

Fonte: Elaborada pelas autoras

Pesaram-se cerca de 200 mg da parte bem fina da matéria-prima em erlenmeyers de 125
mL. Em seguida, adicionaram-se, lentamente, 3 mL de acido sulfurico 72% ao recipiente que
foi cuidadosamente agitado até que a amostra e o acido estivessem homogeneizados.

O erlenmeyer contendo a mistura foi incubado a 30°C por uma hora e agitado
cuidadosamente a cada 10 minutos. Apos a incubagdo, o acido foi diluido através da adicao de
84 mL de dgua deionizada e, em seguida, o conteudo foi autoclavado a 121°C durante 1 hora.

Depois de resfriado a temperatura ambiente, o contetido do erlenmeyer foi filtrado com
um conjunto de filtragdo milipore (Figura II1.3) contendo as membranas de vidro previamente

taradas e o residuo lavado com agua destilada para remover todo o hidrolisado.

Figura III. 3 - Conjunto de filtragdo milipore

Fonte: Elaborada pelas autoras

O residuo s6lido contido na membrana de vidro foi seco em estufa a 100°C por 24 horas.
Imediatamente depois, o conjunto foi pesado (mi) e, posteriormente, levado a mufla a 550°C
durante 5 horas. Findo este periodo, o conjunto foi disposto em dessecador para que atingisse

a temperatura ambiente e, em seguida, pesado (my).
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O hidrolisado obtido na filtracdo foi neutralizado com hidréxido de célcio para pH entre
5,5 € 6,0. O residuo solido gerado foi filtrado com o auxilio de um funil de buchner (Figura
I1.4) e lavado com agua destilada, enquanto o filtrado transferido para um baldo volumétrico

de 200 mL e avolumado com 4gua destilada.

Figura III. 4 - Conjunto de filtragdo com funil de Buchner

Fonte: Elaborada pelas autoras

A solugao obtida foi encaminhada para anélise, onde determinou-se a concentragdo de
glicose (Cy) e acgtcares redutores totais (Ca) de acordo com os métodos enzimaticos de glicose
oxidase (Kit Enzimatico Bioclin) e DNS (MILLER, 1959), respectivamente.

De acordo com os dados obtidos nas triplicatas, utilizou-se as formulas abaixo para
calcular o teor médio de cada componente.

0,90

Celulose (%m/m) = Soe - Cy -

Onde,

0,90 = Coeficiente que resulta da relagdo entre o peso molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,96 = Rendimento de sacarificagao;

Cg = Concentracao de glicose no hidrolisado neutralizado (g/L)

v = Volume total da solu¢do de agticar (L)

m = Peso da amostra seca (g)

« = Dilui¢do da amostra (se houver)

Hemicelulose (%m/m) = 22 . (Cqe — Cg) .= .o¢. 100
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Onde,

0,88 = Coeficiente que resulta da relagdo entre o peso molecular do polimero e do
mondmero de glicose;

0,93 = Rendimento de sacarificagao;

Cg = Concentracao de glicose no hidrolisado neutralizado (g/L)

Ca = Concentragdo de acucares redutores totais no hidrolisado neutralizado (g/L)

v = Volume total da solucdo de agticar (L)

m = Peso da amostra seca (g)

o« = Dilui¢do da amostra (se houver)
Cinza (%m/m) = —(mz;m") .100

Onde,
m2 = massa do conjunto (cadinho e membrana) apo6s filtragdo e calcinagdo (g)
mo = massa do conjunto (cadinho e membrana) ap6s lavagem e calcinagdo (g)

m = Peso da amostra seca (g)

Lignina (%m/m) = 100 — (Celulose (%m/m)+Hemicelulose(%m/m)+Cinza (%m/m))

II1.1.2 — Determinacio do teor de umidade

Para a determinag¢do do teor de umidade da mistura das macrofitas aquaticas foi utilizada

uma balanga termogravimétrica da Shimadzu modelo MOC63c, exposta na Figura II1.5.
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Figura III. 5 - Balanga termogravimétrica

=
NAO UBAR BEMWM
SONSULTAR A LEONAN,,

@ o°
0

Fonte: Elaborada pelas autoras

A temperatura de analise definida foi de 160°C e o limite de variagdo do teor de umidade
em 30 segundos foi de 0,05%.

Primeiramente, um prato de aluminio descartavel vazio foi inserido na balanga para que
o mesmo fosse tarado. Posteriormente, adicionaram-se dois gramas da amostra no prato de
forma bem distribuida, formando uma fina camada sobre o mesmo. Em seguida, a balanga foi
fechada para que a andlise pudesse ser iniciada. Ao finalizar a andlise, a balanga emite um sinal
sonoro. O teor de umidade determinado foi registrado e o procedimento repetido por mais duas

VEZCES.

I11.2 — Hidrolise da Matéria-prima
Para a producdo de bioetanol a partir de uma matéria-prima lignocelulodsica foi proposta
uma rota quimica que consiste na hidrolise da hemicelulose, lignina e celulose de forma a

disponibilizar os agucares para fermentacao.

II1.2.1 — Hidrolise da Hemicelulose

O pré-tratamento da mistura das macrofitas aquaticas se iniciou com a hidrdlise da
fracdo hemicelul6sica. Para tal, optou-se por um tratamento 4cido onde cerca de um quilo de

residuo moido foi misturado a uma solu¢ao diluida de acido sulfurico preparada com 0,8% m/m
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de H2SO4 em relagdo a massa seca de biomassa. A relagdo massica de solido:liquido (biomassa
seca:solu¢do de tratamento) usada foi de 1:4.

Para garantir uma melhor distribui¢do da solucdo na biomassa, o material sélido foi
distribuido em um tabuleiro e a solugdo borrifada com o auxilio de um pulverizador. A solugdo
foi adicionada até que a biomassa estivesse uniformemente imida. A Figura I11.6 exibe imagens

do processo de umidificagdo da biomassa.

Figura III. 6 - As fotos acima mostram a biomassa ao longo do processo de umidificagdo com a solugdo acida:

Biomassa in natura (1); Biomassa com a superficie umida (2); Mistura da Biomassa (3) e Biomassa tmida e

homogénea (4)

S

Fonte: Elaborada pelas autoras

Com o auxilio de uma espatula, o sélido umedecido foi transferido para frascos tipo
Erlenmeyers, assim como o restante da solu¢do acida. Em seguida, foram vedados com papel
aluminio e fita crepe e submetidos ao tratamento térmico em autoclave a temperatura de 120°C

durante 30 minutos. A Figura II1.7 expde um Erlenmeyer antes e ap6s o tratamento térmico.

Figura III. 7 - Biomassa imida transferida para o Erlenmeyer antes do processo de extracdo de hemicelulose (1)

e apos o processo de extragao (2)

Fonte: Elaborada pelas autoras
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Em seguida, o material proveniente da hidrolise dcida da hemicelulose foi submetido a
prensagem de 7 a 8 toneladas para a separagdo das fases (hidrolisado hemicelulésico e torta

residual). Esta etapa foi realizada utilizando um filtro prensa do LADEBIO (Figura IIL.8).

Figura III. 8 - Filtro prensa

Fonte: Elaborada pelas autoras

O pH do hidrolisado foi analisado com auxilio de fitas de pH e, caso necessario, ajustado
para o valor de 6,0 pela adicdo de hidroxido de célcio. Posteriormente, o liquido foi filtrado
com o uso de um funil de Buchner e, em seguida, centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. Por
fim, o hidrolisado hemicelulosico (Figura I11.9) foi analisado para determinacdo dos aglicares
redutores totais em sua composicdo de acordo com o método DNS (MILLER, 1959) e, em

seguida, congelado em frasco ambar até seu uso para a fermentagdo dos agucares extraidos.

Figura III. 9 - Hidrolisado hemicelulésico apos a prensagem(1); Hidrolisado hemicelulosico apos a

neutralizagao(2)

Fonte: Elaborada pelas autoras

As tortas residuais (Figura I11.10), ricas em celulose e lignina, foram lavadas até¢ seu pH
ser ajustado para o valor de 6,0. Para tal, utilizou-se uma peneira e um bécher para recolher o
liquido e realizar a medi¢ao do pH. Em seguida, o material foi seco em estufa a 100°C.
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Figura III. 10 - Torta residual da hidrélise 4cida para extracdo dos agucares da hemicelulose apds a prensagem

1

(1); ap6s neutralizagdo e secagem (2)
! - 1

Fonte: Elaborada pelas autoras

I11.2.2 — Hidrolise da Lignina

Conforme discutido anteriormente, a etapa de hidrdlise da lignina na torta residual foi
realizada com o objetivo de disponibilizagdo da fracdo celulodsica. Para tal, optou-se por um
tratamento basico, onde a torta residual da hidrolise da hemicelulose foi misturada a uma
solugdo diluida de hidréxido de sédio, preparada com 1,0% m/m de NaOH em relacdao a massa
seca da torta residual. A relacdo massica de solido:liquido (torta residual seca:solucdo de
tratamento) usada foi de 1:20.

Para garantir uma melhor distribui¢do da solucdo na torta, utilizou-se um pulverizador
na aplicagdo, onde o sélido foi distribuido em um tabuleiro e a solu¢do borrifada até que a
superficie do material estivesse umida. Neste ponto, a torta era homogeneizada com o auxilio
de uma espatula. O procedimento foi repetido até finalizar toda a solugdo contida no borrifador.

Novamente, com o auxilio de uma espatula, o sélido umedecido foi transferido para
frascos tipo Erlenmeyers, assim como o restante da solucdo alcalina. Em seguida, foram
vedados com papel aluminio e fita crepe e submetidos ao tratamento térmico em autoclave a
temperatura de 100°C durante 30 minutos. A Figura III.11 expde um Erlenmeyer antes e apos

o tratamento térmico.
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Figura III. 11 - Biomassa umida e solucdo alcalina transferidas para o Erlenmeyer antes do processo de hidrdlise

de lignina (1) e ap6s o processo de hidrolise (2)

Fonte: Elaborada pelas autoras

Apos o processo de deslignificagdo, foi feita a separacdo da fase liquida, denominada
de licor negro, da fase solida, torta residual, através da prensagem de 7 a 8 toneladas no filtro
prensa.

O licor negro (Figura I11.12) foi conservado congelado em frasco ambar, enquanto a
torta residual (Figura II1.13) foi lavada até que seu pH fosse ajustado para o valor de 5,0. Para
tal, utilizou-se uma peneira e um bécher para recolher o liquido e realizar a medi¢ao do pH. O

material foi seco em estufa a 100°C.

Figura III. 12 - Licor Negro

Fonte: Elaborada pelas autoras
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Figura III. 13 - Torta residual da hidrolise alcalina para extra¢ao da lignina apos neutralizagdo e secagem

| \

Fonte: Elaborada pelas autoras

I11.2.3 — Hidrolise da Celulose

Por fim, tem-se a hidrolise da fracdo celuldsica para disponibiliza¢dao da glicose. Este
processo ¢ comumente realizado através de processos enzimaticos, porém na pesquisa realizada
optou-se pelo uso unicamente de rotas quimicas com o intuito de facilitar o controle do
processo.

Sendo assim, a torta residual da hidrélise alcalina foi submetida a uma segunda hidrélise
acida, onde foi misturada a uma solugdo de acido sulfurico, preparada com 2% m/m de H>SO4
em relacdo a massa seca de torta. A relacdo massica de solido:liquido (torta residual
seca:solu¢do de tratamento) usada foi de 1:4.

Para garantir uma melhor distribui¢do da solu¢do na biomassa, o material solido foi
distribuido em um tabuleiro e a solugdo borrifada com o auxilio de um pulverizador. A solugdo
foi adicionada até que a biomassa estivesse uniformemente imida.

Com o auxilio de uma espatula, o s6lido umedecido foi transferido para frascos tipo
Erlenmeyers, assim como o restante da solugdo acida. Em seguida, foram vedados com papel
aluminio e fita crepe e submetidos ao tratamento térmico em autoclave a temperatura de 120

°C durante 30 minutos. A Figura I11.14 expde um Erlenmeyer antes e apds o tratamento térmico.
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Figura III. 14 - Biomassa umida e solugdo acida transferidas para o Erlenmeyer antes do processo de hidrolise da

celulose (1) e apds o processo de hidrdlise (2)

Fonte: Elaborada pelas autoras

Findo o tratamento, a fase liquida (hidrolisado celulésico) foi separada da fase sélida

(residuo exibido na Figura III.15) através de prensagem de 7 a 8 toneladas em filtro prensa.

Figura III. 15 - Residuo so6lido umido

Fonte: Elaborada pelas autoras

O pH do hidrolisado foi analisado com auxilio de fitas de pH e, caso necessario, ajustado
para o valor de 6,0 pela adicdo de hidroxido de célcio. Posteriormente, o liquido foi filtrado
com o uso de um funil de Buchner e, em seguida, centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. Por
fim, o hidrolisado celuldsico (Figura II1.16) foi analisado para determinacdo de glicose em sua
composi¢ao de acordo com o método enzimatico de glicose oxidase (VERVERIS et al., 2007)

e, em seguida, congelado em frasco ambar até seu uso para a fermentacgdo da glicose extraida.
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Figura III. 16 - Hidrolisado celuldsico apds a filtragao (1) e hidrolisado celuldsico apos a neutralizagao (2)

Fonte: Elaborada pelas autoras

II1.3 — Fermentac¢ao dos Hidrolisados

A producdo do etanol de segunda geracdo foi realizada através da fermentagdo dos
hidrolisados hemicelulodsicos e celuldsicos pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

Cabe ressaltar que os hidrolisados podem conter inibidores da fermentacdo alcodlica,
como o hidroxi-metil-furfural e furfural, e, por isso, foi feito um estudo com diferentes
concentragdes iniciais de hidrolisado no meio de cultivo.

Cada fermentacdo foi realizada em triplicata em frascos tipo erlenmeyers de 250 mL

lacrados com um conjunto designado de fermentdmetro, conforme mostra a Figura I11.17.

Figura III. 17 - Conjunto erlenmeyer e fermentdmetro usado para a fermentacao

Fonte: Elaborada pelas autoras

Inicialmente, realizou-se o preparo do meio de cultivo, as concentragdes dos nutrientes
estdo descritas nas Tabelas III.1 e III.2. Vale ressaltar que o hidrolisado ndo sera adicionado

neste momento, uma vez que o meio ainda sofrerd um tratamento térmico para se tornar estéril
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que pode causar a carameliza¢cdo dos agucares contidos no hidrolisado, afetando diretamente o

objetivo da pesquisa.

Tabela III 1 - Concentragdo dos componentes no meio de cultura

Componente Concentracio
Uréia 1,25 g/L
Fosfato de Potassio Monobasico 1,1 g/L
Extrato de Levedura 10 g/L
Solugdo de Sais 40 mL/L
Hidrolisado 25; 50 ou 75%(v/v)
Agua deionizada Usada para avolumar o meio

Fonte: Elaborada pelas autoras

Tabela IIT 2 - Composicao da solugao de sais

Componente Concentracao (g/L)

MgS04.7H,0 12,5
CaCl,.2H,0 1,25
FeSO4.7H2O 0,90
MnSO4.H>O 0,19
CuS04.5H,0 0,025
ZnS04.7H>0 0,30
CoCL.6H>O 0,025
Na;Mo04.2H>0 0,035
H;BO; 0,050

KI 0,009

Al>(S04)3.H20 0,0125
Acido Citrico 12,5

Fonte: Elaborada pelas autoras

O meio de cultura, assim como o material necessario para inocular, foram autoclavados
a 120°C durante 20 minutos. Para o material que ndo pode ser autoclavado, foi realizada a
assepsia com agua sanitaria ou alcool 70%. Além disso, a fim de evitar contaminag¢des durante
o inoculo, todo o procedimento foi realizado em capela com fluxo laminar e proximo da chama

do bico de bunsen.
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Antes de iniciar o in6culo, o material foi disposto na capela de fluxo laminar e exposto
a radiacdo ultravioleta por 15 minutos, exceto a levedura. Logo apos, o hidrolisado foi
adicionado ao meio, assim como uma massa de microrganismo suficiente para que a mesma
atingisse a concentragdo de 8 g/L. Imediatamente ap6s, uma amostra de 2 mL do meio reacional
foi coletada e vedou-se o erlenmeyer com o fermentometro adicionando uma solucao acida em
seu bulbo.

Os erlenmeyers contendo o meio reacional foram pesados e incubados em um shaker a
37°C com agitacdo durante 5 dias. O acompanhamento da reagdo foi realizado através da
pesagem do conjunto. Ao final da fermentagdo, coletou-se uma nova amostra de 2 mL.

As amostras coletadas foram prontamente centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos
para separar o sobrenadante da massa celular. O sobrenadante foi encaminhado para analise,
onde, dependendo de sua origem (celuldsico ou hemiceluldsico), determinou-se a concentragdo
de glicose (C,) ou acgucares redutores totais (Ca) de acordo com os métodos enzimaticos de

glicose oxidase (VERVERIS et al., 2007) e DNS (MILLER, 1959), respectivamente.
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Capitulo IV — Resultados e Discussao
IV.1 — Matéria-prima
IV.1.1 — Determinacéo de celulose, hemicelulose, lignina e cinza

A caracterizacdo da biomassa foi realizada em triplicata e as massas iniciais de material
lignoceluldsico foram 0,2031 g, 0,2016 g e 0,2008 g, o que resulta em uma média de peso da
amostra seca (m) de 0,2018 g.

A Tabela IV.1 descreve a massa do conjunto cadinho e membrana ao longo de todo o

procedimento.

Tabela IV. 1 - Massas do conjunto cadinho ¢ membrana ao longo de todo o procedimento

Conjunto Amostral(g) Amostra2(g) Amostra3(g)
Cadinho + Membrana
. 15,5079 15,6706 15,7553
purificadas (mo)
Cadinho + Membrana
15,5526 15,7216 15,8004
seco em estufa (mj)
Cadinho + Membrana
15,5098 15,6737 15,7571

calcinado (m>)

Fonte: Elaborada pelas autoras

Ao aplicar os valores da Tabela I'V.1 na férmula de célculo de cinzas, obtemos os

seguintes resultados:

(15,5098—-15,5079)
0,2031

Cinza; = 0,9355%

.100

Cinza; =

15,6737—15,6709)
( .100
0,2016

Cinza, = 1,3889%

Cinza; =

. 15,7571-15,7553
Cinzas =& ) 100
0,2008

Cinza; = 0,8964%

Os resultados da analise do hidrolisado obtido no procedimento de caracterizagdo esta

descrito na Tabela IV.2.
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Tabela IV. 2 - Resultados da analise espectrofotométrica do hidrolisado

Concentracio Amostra 1l (g/lL) Amostra2 (g/lL) Amostra3 (g/L)
Glicose (Cy) 0,2292 0,2528 0,2558
Acgucares redutores

0,4768 0,7060 0,7721

totais (Car)

Fonte: Elaborada pelas autoras

Ao aplicar os valores da Tabela IV.2 na férmula de célculo de celulose, obtemos os

resultados abaixo:

Celulose; =— .0,2292. .100
0,2031
Celulose; =21,1595%
Celulose; =— .0,2528. .100
0,2016
Celulose> = 23,5119%
.100

Celuloses = — .0,2558.
0,2008
Celuloses = 23,8857%

Ao aplicar os valores da Tabela IV.2 na férmula de calculo de hemicelulose, obtemos

os seguintes resultados:
Hemicelulose; = — (O 4768 — 0,2292). .100
0,2031

Hemicelulose; = 23,0712%

Hemlcelulosez—— (0,7060 — 0,2528). 02016 .100

Hemicelulose, = 42,5431%

.100

Hemiceluloses = — (O 7721 — 0,2558).
0,2008
Hemicelulose; = 48,6596%

Ao aplicar os valores acima na férmula de célculo da lignina, obtemos os resultados

abaixo:



Lignina; = 100 — (21,1595+23,0712+0,9355)
Lignina; = 54,8338%

Ligninaz = 100 — (23,5119+42,5431+1,3889)
Ligninaz = 32,5561%

Ligninaz = 100 — (23,8857+48,6596+0,8964)
Ligninaz = 26,5583%

A Tabela I'V.3 mostra um resumo de todos os resultados obtidos e o teor médio de cada

componente da matéria-prima usada na pesquisa.

Tabela IV. 3 - Compilado dos resultados obtidos e teor médio de cada componente

Amostra 1 Amostra 2 Ameostra 3 Teor médio
Componente
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Celulose 21,1595 23,5119 23,8857 22,8524
Hemicelulose 23,0712 42,5431 48,6596 38,0913
Lignina 54,8338 32,5561 26,5583 37,9827
Cinza 0,9355 1,3889 0,8964 1,0736

Fonte: Elaborada pelas autoras

Segundo a caracterizacdo da matéria-prima realizada em relacdo a sua composi¢ao, a
mistura de macrofitas aquaticas possui grande potencial na producdo de etanol de segunda
geracdo, uma vez que cerca de 60% da sua composicdo pode ser hidrolisada em agucares

fermentaveis.

IV.1.2 — Determinacao do teor de umidade
A Tabela IV.4 descreve os resultados obtidos de teor de umidade para a biomassa

aplicada na pesquisa.
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Tabela IV. 4 - Resultados das analises de teor de umidade na matéria-prima

Amostra Teor de umidade (% m/m)
1 12,35
2 12,47
3 12,30

Fonte: Elaborada pelas autoras

O resultado final do teor de umidade da mistura de macrofitas aquaticas foi de 12,37%,
média aritmética dos resultados das triplicatas. Esse valor ¢ aplicado na metodologia, sendo

assim, sua defini¢do ¢ de suma importancia para a realizagio da rota tecnologica proposta.

IV.2 — Hidrodlise da Matéria-prima
IV.2.1 — Hidroélise da Hemicelulose

Na Tabela IV.5 podemos visualizar as massas ao longo de todo o processo da hidrolise

da hemicelulose.

Tabela IV. 5 - Massa da matéria-prima, reagentes e produtos ao longo do processo de hidrolise da hemicelulose

Matéria-prima, Reagentes e Produtos Massa (g)
Biomassa 943,74
Acido Sulfurico 6,91
Solugdo Acida 3307,96
Hidrolisado Hemiceluldsico 2086,69
Torta residual 890,12

Fonte: Elaborada pelas autoras

A concentracdo de agticares redutores totais no hidrolisado hemicelulésico, determinada
através da metodologia DNS (MILLER, 1959), foi de 1,82 g/L.

Visto que o volume obtido de hidrolisado hemicelulésico foi de 2,11 L, a massa de
acucar redutor total presente no mesmo foi de 3,84 g, ou seja, a extracdo de agticares redutores

totais correspondeu a cerca de 0,41% da massa inicial de biomassa empregada no processo.

Cabe destacar que as condigdes utilizadas na hidrolise da hemicelulose sdo as
comumente empregadas para qualquer outro tipo de material lignoceluldsico, como o
bagago de cana-de-agucar, sendo possivel a obteng@o de hidrolisados hemicelulosicos
com maiores teores de agtlicares através da otimizago desta etapa (VIANA, 2017).
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IV.2.2 — Hidrodlise da lignina

Na Tabela IV.6 podemos visualizar as massas ao longo de todo o processo da hidrolise

da lignina.

Tabela IV. 6 - Massa dos reagentes e produtos ao longo do processo de hidrolise da lignina

Reagentes e Produtos Massa (g)
Torta Residual (Hidrdlise Hemiceluldsica) 890,12
Hidroxido de Sédio 9,25
Solugdo Alcalina 17.802,46
Licor Negro 16.791,96
Torta residual (Hidrélise Lignina) 906,34

Fonte: Elaborada pelas autoras

Esta etapa do processo gera um grande volume de licor negro, material que tem sido
objeto de diversos estudos a respeito do seu uso para obtenc¢ao de energia. O licor negro depois
de concentrado tem alta viscosidade e elevado poder calorifico, de forma que, a otimizacao da
etapa da hidrolise alcalina levaria a obtencao de um licor negro com maiores concentragdes de

lignina e, consequentemente, maior valor agregado.

IV.2.3 — Hidrdlise da Celulose
Na Tabela IV.7 podemos visualizar as massas ao longo de todo o processo da hidrolise

da celulose.

Tabela IV. 7 - Massa dos reagentes ¢ produtos ao longo do processo de hidrolise da celulose

Reagentes e Produtos Massa (g)
Torta Residual (Hidrélise Lignina) 906,34
Acido Sulfurico 19,08
Solugdo Acida 3625,85
Hidrolisado Celuldsico 2767,45
Residuo Soélido 1429,27

Fonte: Elaborada pelas autoras

A concentragdo de glicose no hidrolisado celuldsico, determinada através do método

enzimatico de glicose oxidase (VERVERIS et al., 2007), foi de 0,11 g/L.
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Visto que o volume obtido de hidrolisado celulosico foi de 2,76 L, a massa de glicose
presente no mesmo foi de 0,30 g, ou seja, a extragdo de glicose correspondeu a cerca de 0,03%
da massa inicial de biomassa empregada no processo.

Novamente se faz importante salientar que a otimizagdo da etapa de hidrolise ¢
imprescindivel para o sucesso da rota tecnoldgica proposta. De acordo com os resultados
obtidos na caracterizagdo da matéria-prima, sabe-se que a mistura de macrofitas aquaticas
possui grande potencial para a produgdo de etanol de segunda geragdo, porém ajustes se fazem

necessarios para extrair mais glicose da biomassa.

IV.3 — Fermentacao dos Hidrolisados

Conforme dito anteriormente, o acompanhamento da fermentagao foi realizado através
da pesagem do conjunto, erlenmeyer e fermentometro. A Figura I1.8 que descreve de forma
global a reacdo da transformagdo de glicose em etanol, também exibe a formag¢do de dioxido
de carbono. Sendo assim, conforme a fermentacao alcodlica progride, ha o desprendimento de
gas carbdnico e o peso do conjunto deve diminuir.

Para construir o perfil cinético dos ensaios, considerou-se que toda a diminui¢ao do peso
do conjunto era referente ao desprendimento do didxido de carbono, e através desse valor, foi

calculado a massa de glicose consumida e de etanol gerada.

IV.3.1 — Fermentac¢ao do Hidrolisado Hemiceluldsico
As Tabelas IV.8, IV.9 e IV.10 reunem os resultados das médias das massas produzidas
de gés carbonico e etanol, bem como da glicose consumida para a fermentacao contendo 25%,

50% e 75% de hidrolisado hemiceluldsico, respectivamente.

Tabela IV. 8 — Massas de gas carbonico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermentagao com

25% do hidrolisado hemiceluldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol = Massa de Glicose
reacio (h) Carbonico (g) (2) (g)

0 0,00 0,00 0,00

4 0,03 0,03 0,07

22 0,15 0,15 0,30

28 0,32 0,33 0,65

46 0,58 0,60 1,18
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52
70
76
94
102

0,86
1,22
1,60
2,05
2,53

0,90
1,28
1,67
2,14
2,64

1,76
2,50
3,27
4,19
5,17

Fonte: Elaborada pelas autoras

Tabela IV. 9 — Massas de gas carbonico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermenta¢ao com

50% do hidrolisado hemiceluldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol  Massa de Glicose
reacio (h) Carbonico (g) (2) (2)
0 0,00 0,00 0,00
6 0,03 0,03 0,06
24 0,15 0,16 0,31
30 0,30 0,32 0,62
47 0,57 0,60 1,17
54 0,87 0,91 1,78
72 1,22 1,28 2,50
78 1,59 1,66 3,25
96 2,00 2,09 4,08
102 2,42 2,53 4,96

Fonte: Elaborada pelas autoras

Tabela IV. 10 — Massas de gas carbdnico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermentagdo com

75% do hidrolisado hemiceluldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol = Massa de Glicose
reacio (h) Carbonico (g) (2) (2)

0 0,00 0,00 0,00

4 0,03 0,03 0,07

22 0,12 0,12 0,24

28 0,26 0,27 0,53

46 0,49 0,51 1,00

52 0,73 0,77 1,50

70 1,04 1,09 2,13
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76 1,37 1,43 2,80
94 1,73 1,81 3,55
102 2,11 2,21 4,32

Fonte: Elaborada pelas autoras

A partir dos valores compilados acima, construiu-se os perfis cinéticos obtidos para a
fermentagdo de 25%, 50% e 75% de hidrolisado hemicelulésico, € os mesmos estdo exibidos

nas Figuras IV.1, IV.2 e IV.3, respectivamente.

Figura IV. 1 — Perfil cinético da fermentagdo de 25% do hidrolisado hemiceluldsico

Perfil Cinético - 25% Hidrolisado Hemiceluldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras

Figura IV. 2 - Perfil cinético da fermentacao de 50% do hidrolisado hemiceluldsico

Perfil Cinético - 50% Hidrolisado Hemiceluldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras
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Figura IV. 3 - Perfil cinético da fermentacao de 75% do hidrolisado hemiceluldsico

Perfil Cinético - 75% Hidrolisado Hemiceluldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras

A producio de etanol atingiu 16,5 g/L, 15,8 g/L e 13,8 g/L. com a fermentagao de 25%,
50% e 75% de hidrolisado hemicelulosico, respectivamente. Logo, infere-se que a condi¢do
que favorece a formacdo de etanol ¢ aquela que possui o menor percentual de hidrolisado
hemiceluldsico. Uma possibilidade para que isso ocorra ¢ a formagdo de inibidores durante a
hidrélise que pode impactar na fermentagdo alcoolica, uma vez que a concentragdo de etanol
com maior quantidade de hidrolisado diminui cerca de 16% em relacdo a concentragdo da
fermentagdo com a menor quantidade de hidrolisado.

A Tabela IV.11 expde os resultados das concentragdes de agticares redutores totais nas
amostras coletadas no inicio e final das fermenta¢des. Considerando os valores abaixo, a
conversdo de acucar ¢ de 57,8%, 59,0% e 75,8% para 25%, 50% e 75% de hidrolisado
hemicelulodsico, respectivamente. A maior conversao foi obtida com a maior concentragdo de
hidrolisado, entretanto, ndo foi a fermentacdo com maior concentragdo final de etanol. Com
isso, pode-se concluir que as condi¢des estabelecidas para a fermentagdo nao foram favoraveis
para producdo de etanol, e se faz necessaria a otimizagdo desta etapa para que o processo

proposto seja bem-sucedido.
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Tabela IV. 11 - Concentragdes de agucares redutores totais nas amostras coletadas no inicio e final das

fermentagdes
Concentracao de Concentracao de Concentracao de
Hidrolisado Acucares Redutores Acucares Redutores
Hemicelulodsico (% v/v) Totais Iniciais (g/L) Totais Finais (g/L)
25 0,6937 0,2927
50 0,8928 0,3663
75 1,5768 0,3818

Fonte: Elaborada pelas autoras

IV.3.2 — Fermentacao do Hidrolisado Celuldsico
As Tabelas IV.12, IV.13 e IV.14 retnem os resultados das médias das massas
produzidas de gas carbonico e etanol, bem como da glicose consumida para a fermentacao

contendo 25%, 50% e 75% de hidrolisado celulosico, respectivamente.

Tabela IV. 12 - Massas de gas carbdnico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermentagdo com
25% do hidrolisado celuldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol = Massa de Glicose

reacio (h) Carbonico (g) (2) (g)
0 0,00 0,00 0,00
4 0,03 0,03 0,06
21 0,12 0,13 0,25
28 0,27 0,29 0,56
45 0,48 0,50 0,98
52 0,72 0,76 1,48
70 1,01 1,06 2,07
75 1,35 1,41 2,76
93 1,76 1,84 3,60
99 2,19 2,29 4,47

Fonte: Elaborada pelas autoras
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Tabela IV. 13 — Massas de gas carbdnico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermentagdo com
50% do hidrolisado celuldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol = Massa de Glicose
reacio (h) Carbonico (g) (2) (g)

0 0,00 0,00 0,00

24 0,08 0,09 0,17

30 0,23 0,24 0,46

47 0,43 0,45 0,88

55 0,65 0,68 1,33

72 0,98 1,03 2,01

79 1,33 1,39 2,71

99 1,74 1,82 3,56

Fonte: Elaborada pelas autoras

Tabela IV. 14 — Massas de gas carbdnico e etanol produzidos e glicose consumida ao longo da fermentagdo com
75% do hidrolisado celuldsico

Tempo de Massa de Gas Massa de Etanol = Massa de Glicose
reaciao (h) Carbonico (g) (2) (g)
0 0,00 0,00 0,00
25 0,10 0,10 0,20
72 0,38 0,39 0,77
79 0,66 0,69 1,35
96 1,00 1,04 2,04
102 1,36 1,42 2,77

Fonte: Elaborada pelas autoras

A partir dos valores compilados acima, construiu-se os perfis cinéticos obtidos para a
fermentagdo de 25%, 50% e 75% de hidrolisado celuldsico, € os mesmos estdo exibidos nas

Figuras IV.4, IV.5 e IV.6, respectivamente.
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Figura IV. 4 - Perfil cinético da fermentag@o de 25% do hidrolisado celuldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras

Figura IV. 5 - Perfil cinético da fermentag@o de 50% do hidrolisado celuldsico

Perfil Cinético - 50% Hidrolisado Celuldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras

49



Figura IV. 6 - Perfil cinético da fermentag@o de 75% do hidrolisado celuldsico

Perfil Cinético - 75% Hidrolisado Celuldsico
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Fonte: Elaborada pelas autoras

A produgdo de etanol atingiu 14,3 g/L, 11,4 g/L e 8,9 g/L com a fermentacao de 25%,
50% e 75% de hidrolisado celulésico, respectivamente. Logo, infere-se que a condigcdo que
favorece a formacao de etanol ¢ aquela que possui o menor percentual de hidrolisado celuldsico.
Neste caso, a concentragdo de etanol com maior quantidade de hidrolisado diminuiu 38% em
relacdo a concentragdo da fermentagdo com a menor quantidade de hidrolisado, evidenciando,
novamente, uma possivel inibi¢cdo dos produtos formados na hidroélise.

A Tabela IV.15 expde os resultados das concentracdes de glicose nas amostras coletadas
no inicio e final das fermentagdes. Considerando os valores abaixo, a conversao de actcar ¢ de
89,7%, 93,5% e 92% para 25%, 50% e 75% de hidrolisado celuldsico, respectivamente. A
maior conversao foi obtida com a concentragdo intermediaria de hidrolisado, entretanto, nao
foi a fermentagdo com maior concentragdo final de etanol. Novamente, infere-se que as

condi¢des da fermentacdo devem ser otimizadas para uma maior producao de etanol.

Tabela IV. 15 - Concentra¢des de glicose nas amostras coletadas no inicio e final das fermentagdes

Concentracao de Hidrolisado Concentracao de Concentracao de
Celulésico (% v/v) Glicose Inicial (g/L) Glicose Final (g/L)
25 0,0380 0,0039
50 0,0428 0,0028
75 0,0450 0,0036

Fonte: Elaborada pelas autoras
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Vazques et al. (2007) realizaram um estudo em que foi alcangado 30 g.L"! de etanol a
partir do bagago de cana apo6s 10h de fermentagdo. De acordo com os estudos de
Santos (2014), foi revelado o valor de 9,3 g.L'! de etanol, sob condigdes de pré-
tratamento acido utilizando a palha de milho. Nos estudos de Ferro (2014) foi
reportada a produgdo de etanol a partir do fruto da Terminalia catappa Linn com teor
de 14,27 g.L'!, também ao ser realizado um pré-tratamento acido. Ja Carvalho (2016)
encontrou concentragio de etanol de 22,4 g.L"! ao utilizar o bagaco de dendé (Elaeis
guinaeensis) utilizando o pré-tratamento acido (VIANA, 2017).

Apesar dos resultados apontarem para uma condi¢do de fermenta¢do ndo otimizada, os
valores de concentracdo de etanol obtidos estdo compativeis com aqueles encontrados na
literatura, evidenciando que a mistura de macroéfitas aquaticas possuem grande potencial para

producdo de etanol de segunda geragdo.
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Capitulo V — Conclusao e Sugestoes

Este trabalho avaliou o potencial da biomassa de macroéfitas aquaticas para produgdo de
etanol de segunda geracdo, considerando os efeitos da quantidade de hidrolisado adicionado ao
meio reacional, bem como a utiliza¢do da rota quimica na etapa de hidrélise e fermentagdo com
a levedura Saccharomyces cerevisae.

A caracteriza¢do da mistura de macrofitas mostrou que 60% da sua massa ¢ composta
de matéria que pode ser convertida em agucares fermentaveis, sendo 22,85% celulose e 38,09%
de hemicelulose.

Foi possivel realizar a extragdo da fragdo hemicelulésica e da fragdo celuldsica das
macrofitas a partir da rota quimica. O hidrolisado hemiceluldsico apresentou 1,82g/L de
acucares redutores totais, que representa 0,41% da massa de biomassa utilizada, enquanto o
hidrolisado celuldsico apresentou concentragdo de 0,11g/L de glicose, cerca de 0,03% da massa
de biomassa utilizada. O percentual de agucares extraidos neste processo foi bem inferior ao
esperado, tendo em vista os valores encontrados na caracterizacdo. Possivelmente um ajuste
nas condi¢des do processo como concentragdo do acido, da base ou até mesmo na temperatura,
possa levar a melhores resultados.

A fermentagdo do hidrolisado hemicelulosico foi feita com diferentes concentragdes de
hidrolisado no meio: 25%, 50% e 75%. Para cada uma destas condi¢des, a producio de etanol
atingiu 16,5g/L, 15,8g/L e 13,8g/L respectivamente, sendo o meio com menor percentual de
hidrolisado o que se mostrou mais favoravel a produgdo de etanol. Possivelmente nesta
condi¢do houve uma menor degradacdo dos aglcares no processo de hidrolise e, por
consequéncia menor efeito de inibi¢do da acdo da levedura na fermentacao.

Da mesma forma, a fermentacdo do hidrolisado celuldsico foi conduzido com meios
reacionais possuindo 25%, 50% e 75% de hidrolisado. A produgdo de etanol atingiu 14,3g/L,
11,4g/L e 8,9g/L, seguindo a mesma tendencia do hidrolisado hemiceluldsico onde o menor
percentual de hidrolisado se mostrou mais favoravel para obtencdo de etanol.

Em relagdo a conversdo de acucares, para o hidrolisado hemicelulésico, a melhor
conversdo, 75,8%, foi obtida para o meio com 75% de hidrolisado. No caso do hidrolisado
celulosico, o meio com 50% de hidrolisado foi onde se observou conversao de 93,5% de
conversao da glicose presente no meio. Os cendrios onde h4d maiores concentragdes de
hidrolisado sdo, portanto, favoraveis a conversao dos agucares, porém desfavoraveis a produgao

de etanol.
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Sob as condi¢des mais promissoras avaliadas neste trabalho, ndo otimizadas e em escala
de laboratorio, ¢ possivel obter 4,9kg de etanol para cada tonelada da mistura de macroéfitas
aquaticas utilizada.

Sugere-se para proximos trabalhos a realizagdo de estudos a fim de otimizar o processo

determinando melhores condi¢des operacionais.
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