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O bagaco de cana-de-acucar € um residuo lignocelul6sico da industria
sucroalcooleira que contém aproximadamente 38,1% de celulose,
28,4% de hemicelulose e 19% de lignina. A celulose € hidrolisada
pelas enzimas celuloliticas compostas por trés tipos de enzimas:
Endoglucanases, Exoglucanases e B-glucosidases. O processo SSF
(Simultaneous Saccharification and Fermentation) € um sistema em
estado semi-sélido no qual se promove um sinergismo: as enzimas
liberam a glicose contida nos polimeros de celulose e as leveduras
sao responsaveis pelo consumo da glicose, eliminando o efeito
inibitério da hexose sobre as enzimas, e produzindo etanol. Para
adequar o substrato para esta etapa do processo de producao de
etanol a partir de bagaco de cana é realizada uma deslignificacdo, a
qual eleva os custos de producdo do &lcool. Este trabalho visou
diminuir o emprego de hidroxido de sédio na etapa de deslignificacao.
Realizou-se uma otimizacdo do pré-tratamento de deslignificacao,
obtendo como resultado uma diminuicdo do NaOH empregado de 4%
para 1% (m/v) e da relacao soélido:liquido de 1:20 para 1:15. Assim
conseguiu-se uma reducédo de 75% no hidroxido de sédio e de 25%
na quantidade de agua utilizada.
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CAPITULO 1

1. APRESENTACAO DO TEMA DO PROJETO
FINAL DE CURSO

1.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico tem nos levado a inevitavel
deplecdo das reservas de petréleo e a um ambiente com
preocupantes niveis de poluicdo. Ambos os fenbmenos tém se
tornado altamente importantes no mundo, afetando tanto questdes
ambientais e econdmicas, como as que envolvem a seguranca
mundial e as politicas de producdo e comercializacdo de petréleo e

seus derivados.

Diante dessa probleméatica tem surgido um crescente interesse por
fontes alternativas de energia, destacando-se os empreendimentos
realizados pelo Brasil e pelos Estados Unidos no desenvolvimento de
projetos para a producdo do bioetanol, com base em residuos
agroindustriais oriundos da cana-de-agucar e do milho,

respectivamente. Atrelado a esse interesse pelo etanol como
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combustivel encontram-se: a industria automobilistica, com vendas
crescentes de veiculos movidos a alcool e os do tipo “flex fuel” (utiliza
qualquer mistura etano-gasolina); o0s governos, com diversas
regulamentacdes que aumentam o teor de alcool na gasolina; e a
industria de biotecnologia, com enzimas e microorganismos cada vez
mais eficientes. A sinergia existente entre esses setores vem
aumentando, acentuadamente, a producdo, o consumo, a pesquisa e

o desenvolvimento na area de biocombustiveis.

Os atuais projetos de investigacao relacionados com a producédo de
etanol objetivam o desenvolvimento de processos que permitam o
aproveitamento eficiente de residuos lignocelulésicos, matéria-prima
abundante e de baixo custo, em processos que favorecam a
produtividade igual ou superior aquelas obtidas pelos processos

existentes.

Na atualidade, especificamente no Brasil, um dos maiores
produtores de acucar e etanol, gera anualmente, como sub-produto
da moagem de cana-de-acucar, aproximadamente 96 milhdes de
toneladas de bagaco de cana, das quais, segundo dados de Pereira
(2007), entre 60 e 90% sé&o utilizados para alimentacdo de caldeiras
e, entre 10 e 40% nado possuem destinacdo apropriada. Além disso,
indUstrias especializadas no desenvolvimento de equipamentos para a
producdo de etanol, asseguram que, com a implementacdo de
estratégias de integracdo energética e o uso de caldeiras de ultima

geracao, o excedente do bagaco poderia atingir a marca de 78%.

O bagaco de cana constitui-se, aproximadamente, 38,1% de
celulose, 28,4% de hemicelulose, 18,4% de lignina e o restante de
cinzas, resinas e proteinas (Ryu & Lee, 1992), apresentando-se como

um dos materiais lignoceluldésicos com maior potencial para a
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producdo de etanol e outros produtos de interesse, dentro do
conceito denominado de “biomass refinary” ou “bio-refinaria”. Este
conceito baseia-se na separacdo seletiva de fragbes do material
lignocelulésico de acordo com suas caracteristicas quimicas e/ou dos
produtos a serem obtidos, sendo necessario desenvolver processos
eficazes para disponibilizar os monémeros (aclUcares) e para a
transformacédo destes mondmeros em processos de fermentacdo com

altas taxas de producao (Pereira Jr., 2006).

Direcionados por esse conceito, pode-se afirmar que a
hemicelulose e a celulose representam uma fonte potencial de
acucares como a xilose e a glicose, respectivamente, 0s quais

funcionam como blocos de construcédo para a obtencdo do etanol.

O processo responsavel pela producdo de etanol a partir de bagaco
de cana-de-acucar, o qual € um dos objetivos de estudo deste
trabalho, denomina-se “Simultaneous Saccharification and
Fermentation” (SSF). Segundo a analise econdmica deste processo
realizada por Schlittler (2006), apresentou uma etapa critica, que
aumenta os custos do etanol produzido. Esta etapa, a deslignificacéao
ou preé-tratamento basico, visa a desorganizacdo e a remocdo da
lignina, aumentando a acessibilidade das enzimas celuloliticas a

matriz celulésica.
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1.2. JUSTIFICATIVA

A ultima crise mundial do petréleo (2007) teve como base a
grande demanda energética e a oferta insuficiente, provocando
o aumento dos precos do petréleo acima de 80 délares por
barril. Esta crise mundial associada a crescente procura por
novas fontes energéticas e o0 aumento da conscientizacao

ambiental, motivou a busca por novos combustiveis renovaveis.

O Brasil produz grandes quantidades de bagaco de cana que
sdo gerados no setor sucroalcooleiro. Parte deste bagaco é
empregado como combustivel em caldeiras, porém permanece
um excedente que pode ser aproveitado na producéao

biotecnoldégica de etanol (Lynd, 1996).

Na busca por combustiveis renovaveis, pesquisas com o
intuito de produzir etanol a partir do bagagco de cana estdo se
intensificando. A matriz polissacaridica do bagaco de cana séao
as matérias-primas do processo: a hemicelulose é constituida
majoritariamente por xilose, que €& o principal carboidrato da
fermentacdo, e a celulose, polimero composto unicamente por
unidades de glicose. Ambos os acuUcares podem ser empregados

como substrato para a producao de etanol.

O bioprocesso de producdo de etanol a partir de bagaco de
cana-de-acgucar, desenvolvido no Laboratério de Bioprocessos
(UFRJ), possui duas etapas criticas que encarecem e tornam o
preco final do etanol ndo competitivo dentro do mercado

(Schlittler, 2006).
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A primeira etapa refere-se ao longo tempo empregado no
pré-tratamento acido termo-pressurizado do bagaco de cana
para a hidrélise da hemicelulose, que se apresentou como uma
etapa de alto gasto energético ao ser comparado com os dados
da literatura. A segunda etapa, o pré-tratamento basico ou
processo de deslignificacdo, emprega grandes quantidades de
hidroxido de sodio, com o propdsito de remover a lignina e

tornar a celulose mais acessivel ao ataque das enzimas.



CAPITULO 2

2. OBJETIVO DO PROJETO FINAL DE CURSO

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo é minimizar a quantidade de
hidré6xido de so6dio empregada no pré-tratamento basico da
celulignina para tornar o preco final do etanol competitivo no
mercado, visando a grande procura por biocombustiveis
energeticamente sustentaveis, economicamente viaveis e
ambientalmente corretos para a substituicAo dos combustiveis

derivados do petroéleo.
2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

» Realizar um planejamento experimental fatorial completo
de dois fatores em trés niveis (3%) com quatro repeticdes
do ponto central para determinar a quantidade 6tima de
hidroxido de soédio empregada no pré-tratamento, sem

impactar nas taxas de producédo de etanol;



» Fazer a analise estatistica dos resultados obtidos no

planejamento experimental;

» Validar as condicdes preditas pelo modelo gerado na

analise estatistica;

» Avaliar o impacto da reducdo da quantidade de hidréoxido
de sédio no preco final do etanol com o intuito de torna-lo

competitivo frente aos outros combustiveis do mercado.



CAPITULO 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL

O emprego de biomassa residuais (agricolas e agroindustriais) de
natureza lignocelulésica esta ganhando importancia como matéria-
prima para a producao de substancias de alto valor agregado para as

indUstrias quimicas.

O bagaco € um residuo de natureza lignoceluldsica fibrosa,
remanescente da moagem dos colmos da cana-de-acUcar. E obtido
na saida do udltimo moinho das usinas e destilarias, e constitui um
conjunto de particulas de diferentes tamanhos, o qual depende
fundamentalmente do numero de moagens realizadas e do tamanho
dos equipamentos. Segundo Lamonica (2005), o bagaco compde, em
média, 28% do peso da cana, ou seja, a cada 1 tonelada de cana
(colmos) processada, gera-se 280 kg de bagaco com 50% de

umidade.
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O bagaco de cana-de-acucar € composto por hemicelulose,
celulose e lignina, principalmente. Porém, também podem ser
encontrados taninos, acidos graxos, fendis, resinas, compostos
nitrogenados, sais minerais, calcio, potassio e magnésio em menores
quantidades na matriz lignocelul6sica (Shleser, 1994; Olsson &
Hahn-Hagerdal, 1996, Neureiter et al., 2002).

A Figura 3.1 representa, de forma simplificada, um fluxograma de
processo tipico de producdo de acucar e alcool. Em vermelho esta
ressaltada a rota seguida pelo bagaco. Parte deste é desviada para a

co-geracao de energia, e o restante é armazenado como excedente.

Inicialmente o uso fundamental do bagaco foi como combustivel
para caldeiras, na geracido de calor para a producdo de vapor
originando a energia mecanica e elétrica utilizada no processo. Esta
finalidade se mantém até hoje, o que foi de grande importancia para
o desenvolvimento do parque sucroalcooleiro nacional, ja que este

confere auto-sustentabilidade energética para as usinas e destilarias.

Segundo Schlittler (2006), a energia gerada através da queima do
bagaco € competitiva, pois se estima que € possivel produzir 1 GJ de
energia ao custo de U$l. Mesmo assim, existe um excedente de
bagaco que constitui entre 10 e 15% do total de bagaco produzido

nas usinas.

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo na producéao
de bagaco de cana-de-acucar, como mostrados na figura 3.2, devido
ao crescimento na demanda de etanol combustivel (Fairbanks, 2003;
Pandey et al., 2000a). Com a substituicdo do bagaco por palha, nas
caldeiras, ao uso de caldeiras mais eficientes, junto a integracao

energética das usinas e destilarias, a disponibilidade do bagaco de
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cana vem aumentando, tornando ainda maior o excedente deste

material.

—
S —

CANA-DE-ACUCAR

Figura 3.1: Diagrama de blocos da producédo de bagaco em usinas e destilarias.
(Adaptado de Schlittler, 2006).

PREPARO DA CANA
RECEPCAO E PREPARO

PROCESSOS INDUSTRIAIS

MOAGEM
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Durante muito tempo o bagaco foi considerado um residuo da
inddstria  sucroalcooleira brasileira, mas, devido a estudos
progressivos sobre o seu potencial de utilizagcdo, este vem sendo
promovido ao status de matéria-prima. Além de seu potencial

renovavel, apresenta uma grande fonte de matéria-prima para

processos biotecnolégicos.

120.000
100.000 n
80.000 A
60.000 - 1 M m

40.000 4

Producéo (103 ton)
]
]
]

20.000 -

NI

1970 1974 1978 1982 1986 1990 1994 1998 2002

Figura 3.2: Evolucado da producdo de bagaco no Brasil (UNICA, 2005).

Atualmente vém se desenvolvendo estudos de processos que
permitem um aproveitamento integral das fracfes polissacaridicas
constituintes do bagaco de cana-de-acgucar através da utilizacdo da

biotecnologia para a obtencao de substancias de interesse e alto valor
agregado.

O processo para obtencdo de etanol a partir do material

lignocelulésico, o qual é o objeto de estudo neste trabalho, esta



CAPITULO 3: Revisdo Bibliografica 12

sendo desenvolvido no Laboratério de Bioprocessos na Escola de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O processo para a producao de etanol a partir de bagaco de cana-
de-acucar € composto basicamente por duas correntes. A primeira,
desenvolve tudo pertinente a fracdo hemicelulésica do bagaco; e a
segunda, esta relacionada ao aproveitamento da celulose (Figura
3.3).

!_Pré—tratamento _!

Figura 3.3: Diagrama de blocos do processo SSF (Vasquez, 2007).

Na primeira corrente ocorre a hidrélise &cida branda onde é
extraida a fracdo de hemicelulose da matriz lignocelulésica. Segundo
Betancur (2005), esse processo ocorre através da mistura em contra
corrente do bagaco de cana-de-agucar com uma solugdo de &acido

sulfdrico e baixa temperatura.
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ApOs esta etapa, a solucdo aquosa € separada, resfriada e
neutralizada, para um posterior acréscimo de nutrientes e prosseguir
para a etapa de fermentacdo das pentoses a partir da levedura Pichia
stipittis para a obtencdo do etanol. O residuo sélido da separacédo do
hidrolisado da primeira corrente, denominado celulignina, ¢é

direcionada para a segunda corrente.

Na segunda corrente, a celulignina recebe um pré-tratamento ou
deslignificacdo para a remocao e/ou desorganizacdo da lignina
através da extracdo alcalina com hidréxido de sédio a 121°C. Os
insumos empregados na etapa de deslignificacdo, fazem desta a
etapa critica do processo, onde despende o0 maior custo,
determinando o tempo do processo, a quantidade e o preco de etanol

que sera produzido (Schlittler, 2006).

O sodlido obtido na deslignificacdo é ajustado a pH 5,0 com &cido
cloridrico. A etapa a seguir emprega uma pré-hidrdolise enzimatica
associado processo SSF, no qual sao empregados enzimas
celuloliticas e a levedura Saccharomyces cerevisiae. Estes processos
ocorrem em uma unica etapa, evitando inibicdo por produto das

enzimas, possibilitando o sinergismo entre a enzima e a levedura.

A existente no processo SSF entre enzimas e leveduras sinergia
(Figura 3.4) ocorre através do consumo da glicose liberada

enzimaticamente pelo microrganismo.
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Fibras de Celulose

Glicose

£

Figura 3.4: Esquema do processo SSF (Vasquez, 2007).
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As principais caracteristicas do processo SSF sdo: (Sun & Cheng,

2002; Vasquez, 2007)

» A reducao da inibicdo enzimatica pela glicose formada, devido a

inexisténcia do acumulo desse acucar no meio;

» A diminuicdo da complexidade do processo pela existéncia de
uma unica etapa;

» O alcance de maiores indices de conversdo a glicose, pois 0s
equilibrios das reacbes enzimaticas sdo deslocados no sentido de
formacdo de mais produto, visto que a glicose € concomitantemente

consumida;

» A minimizacdo dos riscos de contaminacdo, devido as baixas

concentracdes de agucar livre no meio; e

» Certo grau de desfavorecimento da cinética enzimética devido a
necessidade de conducdo do processo em condicdes compativeis com

as de atuacao da linhagem fermentativa da glicose.

O diagrama apresentado na figura 3.5 esquematiza as etapas do
processo empregado para a producdo de etanol a partir de bagaco de
cana-de-acucar. A tabela 3.1 descreve os equipamentos e o tipo de

operacao realizada em cada unidade marcada por uma sigla.
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Figura 3.5: Fluxograma do bioprocesso com topologia definida (Schlittler, 2006).
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Tabela 3.1: Descricao das siglas do bioprocesso da figura 3.5.

armazenamento

SIGLA EQUIPAMENTO TIPO DE OPERACAO EXECUTADA
Cin - Alimentacao de reagentes.
Cout - Retirada de produtos e sub-produtos.
R O1 Reator Hidrolise do bagaco da cana.
R 02 Reator N_eutrfallzagao de parte do acido na corrente de
hidrolisado.
R 03 Fermentador Fermentacao dos acglcares contidos no hidrolisado
R 04 Fermentador Hidrolise eanmjatlcaA da ceIullgnllna com
fermentacgao simultanea dos acucares (SSF).
R 05 Fermentador Propa_gggao das células de Saccharomyces
cerevisiae
OP 01 Filtro prensa Separacdo das fracdes do bagaco apds hidrdlise.
OP 02 Trocador de calor [Resfriamento da corrente de hidrolisado.
OP 03 Filtro de placas |[Remocgdo do gesso da corrente de hidrolisado.
Centrifuga Remocao de células de Picchia stipitis do meio
OP 04
decantadora fermentado.
OP 05 Extr?itqogijghdo- Remocao de parte da lignina da celulignina.
Extrator sélido- |Remocdo do excesso de soda da corrente de
OP 06 PR 7
liquido celulignina.
OP 07 Centrifuga Remogao de células de Saccharomyces cerevisiae
do meio fermentado.
Vo1 Tanque de Armazenamento de acido sulftrico.
armazenamento
\V{e )2 Silo Armazenamento de cal.
VO3 Tanque de Armazenamento de soda.
armazenamento
Vo4 Tanque de Armazenamento de enzimas.
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3.2. MATERIAL LIGNOCELULOSICO

O material lignoceluldsico possui em sua composicao em torno de
70% em massa de carboidratos, caracterizando-se como uma
matéria-prima renovavel e de potencial utilizacdo em bioprocessos.
Este material € composto de hemicelulose, celulose e lignina, a qual
exerce um papel ligante entre os biopolimeros, conferindo rigidez as

estruturas fibrosas (Lee, 1997).

A composicdo do material lignocelulésico ¢é influenciada,
basicamente, pelo periodo do ano em que é realizada a colheita, da
regiao do cultivo, da espécie e da idade da planta. Estes mesmos
fatores influenciam o tipo de glicidios constituintes da hemicelulose
(Hassuani, 2005). Estes detalhes sao fundamentais para a

producdo de diversas substancias por rotas biotecnoldgicas.

3.2.1. Hemicelulose

A hemicelulose € uma macromolécula, constituida por uma mistura
de polissacarideos de baixa massa molecular, que pode apresentar
em sua composicdo, dependendo da origem da matéria prima, varios
tipos de agucares como: B-D-xilose, B-D-manose, B-D-glicose, a-L-
arabinose, o-D-galactose, acido B-D-glucourbnico, acido pB-D-
galactourbnico e acido o-D-4-O-metilglucourénico (Fonseca, 2003;
Delgenes et al., 1988).

A palavra hemicelulose ndao compreende um Unico composto
guimico, mas sim uma gama de compostos polissacarideos, cada um
com sua peculiaridade (D’Almeida, 1988). A figura 3.6 ilustra uma

estrutura tipica da hemicelulose.
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Figura 3.6: Estrutura tipica da hemicelulose (Mussatto, 2002).

O residuo da cana-de-agucar (bagaco) possui entre 20 e 35 % da
massa seca do complexo hemicelulésico composto por xilana,
caracterizando-o como uma significativa fonte de biomassa renovavel
(Caramez, 1999). As xilanas sao polissacrideos com estruturas
lineares formadas por unidades de xilose unidas entre si por ligagoes
B-1,4, possuindo algumas unidades de arabinofuranose unidas a
estrutura da xilana por ligagdes glicosidicas a-1,3 na auséncia dos

grupamentos acetila.

3.2.2. Celulose

A celulose € um composto polimérico simples encontrado com
freqiéncia na natureza, nas paredes celulares dos vegetais, sendo a
glicose seu elemento estrutural principal (Lemos, 2001). A celobiose,
duas unidades de glicose unidas por ligagdes B(1-4), é a unidade de
repeticdo do biopolimero de celulose. Dependendo da fonte de

celulose, o tamanho da molécula varia entre 8000 e 14000 unidades




CAPITULO 3: Revisdo Bibliografica 20

de glicose, apresentando massa molecular de aproximadamente 2,3

milhdes de unidades de massa atémica (Shleser, 1994).

As moléculas de celulose formam ligagcdes hidrogénio
intramoleculares e intermoleculares. As ligagdes intramoleculares sao
formadas entre unidades de glicose da mesma molécula, sendo
responsaveis pelo alinhamento das moléculas de glicose no polimero
de celulose e a formagao de microfibrilas; e as ligagoes
intermoleculares entre as moléculas de celulose mais proximas,
sendo responsaveis pela rigidez do material. As figuras 3.7 e 3.8

ilustram essas ligacoes, respectivamente.

Parede Celular

Célula Vegetal

Microfibra

CHzﬂH CH;DH
-0 H H 0 O—
@ K $>4 @0 KDH H KOH i ‘KOH f
CH, OH CH=DH

Celulose

Figura 3.7: Fibras de celulose na parede das células vegetais (Moor et al., 1998).
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Figura 3.8: Estrutura simplificada da celulose (Pereira Jr., 1991).

Para classificacdo e diferenciacao dos polimeros celuldsicos sao
utilizados: o grau de polimerizacdo (GP), que informa a freqiiéncia
relativa das ligagdes glicosidicas internas e terminais, disponiveis
para atuacdo respectivamente das endo e exo enzimas; e o indice de
cristalinidade (IC) que esta associado a reatividade do substrato. O
GP é definido, a partir de sua viscosidade, com base no numero
médio de mon6meros e no peso médio do polimero. Ja o IC é
quantificado por difracdo de raios-X, utilizando equagdes intrinsecas
ao tipo de celulose avaliada (Sun et al., 2004). A tabela 3.2
apresenta esses valores para alguns tipos de celuloses, sendo GP em

guantidade de unidades monoméricas.
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Tabela 3.2: Propriedades de algumas fontes celuldsicas (Zhang & Lynd,
2004).

Fonte celuldsica IC GP

Avicel 0,5-0,6 120-1000
Celulose bacteriana 0,76-0,95 2100-4500
Swollen celulose ! 0-0,04 45-1300
Algodao 0,81-0,95 10000-18000
Papel de filtro 0,45 450-1700
Polpa de madeira 0,5-0,7 650-1700
Madeira natural NR 2000-16000
Celodextrinas NR 1-14

! Celulose tratada com acido fosférico; NR: Valor ndo reportado.

As fibras de celulose sdo constituidas por regides cristalinas
(moléculas com alto grau de ordenacdao) e regides amorfas
(moléculas com baixo grau de ordenacao). Na regido cristalina, as
fibras tém maior resisténcia a tracdo (15 vezes maior que a regiao
amorfa), ao alongamento, e a solvatacao (absorcao de solvente), na

regido amorfa a fibra possui maior flexibilidade (D "Almeida, 1988).

O maior desafio na utilizagdo de materiais lignoceluldsicos em
aplicagOes biotecnoldgicas vem sendo a hidrélise enzimatica de forma
natural da celulose. Este biopolimero é bastante resistente a hidrolise
devido a sua estrutura cristalina altamente organizada e a barreira
fisica imposta pela lignina que circunda as fibras da celulose.
Entretanto, existem algumas regides amorfas, nas quais as moléculas
nao possuem nenhuma ordenacdo, sendo mais suscetiveis a hidrolise
(Lemos, 2001).
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Existem diferentes tipos de clivagem da ligagdo B(1,4)-glicosidica
da molécula de celulose. Essa clivagem gera moléculas de menor
grau de polimerizacao e com propriedades fisico-quimicas diferentes
(menor viscosidade e resisténcia mecanica). A degradacao da
celulose pode ser realizada Dbiologicamente, quimicamente,

termicamente e até fotometricamente.

A hidrélise quimica pode ocorrer em meio acido ou alcalino.
Quando o meio € acido a degradacao do material lignoceluldsico
requer altas concentracbes de acido e temperaturas moderadas,
promovendo conversdes de celulose de até 90%. Apesar disto, os
processos de hidrolise acida da celulose geram, devido as suas
condicOes drasticas, compostos derivados da glicose (furfural), que
sao inibidores microbioldgicos, impossibilitando as etapas de
bioconversdao microbiolégica em processos posteriores. A hidrdlise
basica ocorre essencialmente a temperatura maior que 150°C a

concentracoes elevadas de alcalis (Badger, 2002; D "Almeida, 1988).

A degradacao fotomeétrica ocorre na faixa do ultravioleta (UV). Ja a
degradacao térmica é necessaria uma temperatura superior a 140°C
para que haja o rompimento das ligacdes. Ambas as reagdoes sao
aceleradas na presenca de ar, umidade e acidez residual (D "Almeida,
1988).

A degradacdo bioldgica é realizada através de uma hidrdlise
enzimatica executada por um conjunto de enzimas (celulases) que
sao produzidas por uma ampla gama de fungos filamentosos. Essas
enzimas hidrolisam as ligacdes B(1,4) da celulose, atuando como um
sistema multicomponente na sua degradacdo. O composto enzimatico
é formado, basicamente, por endoglucanases que agem diretamente

sobre a celulose amorfa produzindo, aleatoriamente, oligdmeros de
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até 6 unidades de glicose; exoglucanases ou celobioidrolases que
agem sobre os extremos da celulose cristalina produzindo,
principalmente, celobiose e glicose; e celobiases ou B-glucosidases

que hidrolizam a celobiose formando glicose (Lynd et al., 2002).

Consorcio enzimatico de celulases: A vantagem de utilizar enzimas

celuloliticas na hidrdlise da celulose € que atuam sob condigdes
brandas de pressao, temperatura e pH, possuem uma alta
especificidade, eliminando a chance de producao de furfurais que
dificultam os processos subseqiientes. Esse consoércio enzimatico se
divide em trés grupos de acordo com seu local de atuacdao no

substrato celuldsico (Lynd et al., 2002; Henrissat, 1991):

As endoglucanases sdo enzimas responsaveis por iniciar a hidrélise
clivando randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da
fibra celulésica, liberando como produtos, oligossacarideos de
diversos graus de polimerizacdao e, conseguentemente, novos
terminais, sendo um redutor e um nao redutor. Com isso, essas
enzimas geram uma rapida solubilizacdo do polimero celuldsico
(reduzindo o grau de polimerizacao), devido a sua fragmentacao em

oligossacarideos (Kleman-Leyer et al., 1996; Lynd et al., 2002).

O grupo das exoglucanases € constituido pelas glucanohidrolases
(GHs) que liberam glicose diretamente dos terminais do polimero; e
pelas celobiohidrolases (CBHs) que participam da hidrélise primaria
da fibra sendo as responsaveis pela amorfogénese. Esse fenOmeno
promove aumentos na taxa de hidrdlise da celulose, por tornar as
regides cristalinas mais expostas ao processo de hidrdlise enzimatica
(Zhang & Lynd, 2004; Lynd et al., 2002).
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As CBHs podem ainda ser divididas como enzimas do tipo I (CBHs
I) que hidrolisam terminais redutores (R) e enzimas do tipo II (CBHs
II) que hidrolisam terminais nao redutores (NR). Essas enzimas
geralmente sofrem inibicdo pelo seu proprio produto de hidrdlise

(celobiose) (Awafo, 1997; Laureano-Perez et al., 2005).

As B-glucosidases hidrolisam celobiose e oligossacarideos solUveis
(GP<7) a glicose, sofrendo inibicdo por seu produto de hidrdlise

igualmente as celobiohidrolases (Awafo, 1997).

O rendimento apresentado pelas enzimas do complexo celuldsico
ao atuarem em conjunto é maior que a soma dos rendimentos ao
atuarem isoladamente, o que demonstra seu efeito sinérgico, o qual
pode ser descrito por trés formas (Lynd et al., 2005, Lynd et al.,
2002; Bhat & Bhat, 1997):

Sinergia EG-ExG: As endoglucanases agem nas regides amorfas

da fibra, disponibilizando terminais redutores e nao redutores para

acao das CBH I e CBH 11, respectivamente.

Sinergia ExG-ExG: As CBH I e CBH II agem simultaneamente

na hidrélise dos terminais redutores e nao redutores liberados pela

acao das endoglucanases (EG).

Sinergias ExG-BG e EG-BG: As celobiohidrolases e

endoglucanases liberam, como produtos de hidrdlise, celobiose e
oligossacarideos, respectivamente, que sao substratos para as B-

glucosidases.
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Na tabela 3.3 estdo listadas algumas diferencas entre celulose e

hemicelulose.

Tabela 3.3: Diferengas entre hemicelulose e celulose (D "Almeida, 1988).

CELULOSE HEMICELULOSE

Unidades de diferentes agucares

Unidades de glicose unidas entre si | ligadas entre si (arabinose manose,
glicose, xilose, etc.)

Apresenta grau de polimerizagao Apresenta grau de polimerizagao

elevado (8000 a 14000 unidades de | baixo (60 a 200 unidades de

glicose) acucares)

Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso

Possui regidoes amorfas e cristalinas | Possui somente regides amorfas

E atacada lentamente por acido E atacada rapidamente por acido
mineral diluido quente mineral diluido quente
E insoltvel em alcali E soltvel em &lcali

3.2.3. Lignina

A lignina confere rigidez a parede celular, esta substancia age
como agente de ligacao permanente intercelular formando uma
estrutura resistente ao impacto, compressdo e dobra. Além disso, a
sua distribuicdo na parede celular € uma forma de protegao aos
ataques de microrganismos e enzimas a estrutura celuldsica e

hemiceluldsica, desempenhando um papel de protecao.

A lignina pode ser encontrada em diversos tipos de plantas, mas
sua constituicdo ndo é igual em todas elas, ja que apresenta-se como
uma substancia quimica irregular. Encontra-se presente em madeiras
e tecidos vasculares de todas as plantas superiores, ocupando

aproximadamente 30% de sua composicao, conferindo rigidez ao
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tecido. Grande parte da lignina encontra-se na parede celular ligada a
xilana da hemicelulose, formando uma matriz envolvente as fibras de
celulose (D "Almeida, 1988).

A lignina é formada pela polimerizagcao enzimatica desidrogenativa
dos alcoois trans-coniferilico, trans-p-cumarilico e trans-sinapilico, os
quais produzem uma molécula heterogénea opticamente inativa e

com multiplas ligagdes cruzadas.

3.3. UTILIZACAO DO ETANOL COMO COMBUSTIVEL

Nos primérdios da civilizagdo o etanol era produzido
principalmente para consumo humano como bebidas e conservas. O
etanol que ndo é préprio para o consumo humano é encaminhado
para outras aplicagdes como solvente em farmacos, perfumes,

vernizes e corantes.

Atualmente, o etanol ¢é, basicamente, empregado como
combustivel, devido ao seu alto teor de oxigénio e a sua combustdo
“limpa”, e como aditivo para combustiveis fosseis, com a substituicao
do MTBE que é altamente poluente. O etanol é também empregado
como matéria-prima para a producao de glicdis, ésteres de glicdis,
etanoaminas, etilaminas, etilpropenoatos, ésteres de acetatos e para
a biotransformacdo; como fonte de hidrogénio para seu
aproveitamento em células combustivel; como solvente e para
bebidas alcodlicas (CRUEGER & CRUEGER, 1993; SOMAVILLA &
GOMES NETO, 2005).

Cerca de 85% da producao do etanol é utilizada no setor de
combustiveis (como aditivos ou queima direta), o restante da

producao no setor industrial e na fabricacao de bebidas (ANP, 2007).
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3.3.1. Poténcia do Etanol como Combustivel

Com as continuas crises do petréleo culminando em crescentes
aumentos nos precos de seus derivados, o etanol vem se mostrando
como uma excelente alternativa para que o setor de transporte
consiga reduzir sua dependéncia dos combustiveis derivados do

petréleo, mais especificamente em substituicdo da gasolina.

A procura pela substituicao da gasolina por etanol, no Brasil, vem
desde a criagdo do programa nacional do alcool (Proalcool) na década
de 70, tornando-se mais acentuada a partir de 2002 com a criagao
dos veiculos flex-fuel (movidos tanto a gasolina quanto etanol).
Desde a criacao destes automoveis, suas vendas tem tido altos
crescimentos, alcancando em janeiro de 2007 uma proporcao de 84%
das vendas contra aproximadamente 10,8% dos veiculos movidos
somente a gasolina (ANFAVEA, 2007).

3.3.2. Etanol como aditivo a gasolina

O etanol, como aditivo na gasolina, é utilizado com o intuito de
melhorar o rendimento da combustao aumentando a quantidade de
oxigénio na mistura combustivel, e reduzindo as emissdes de

poluentes gerados pelos aditivos tradicionais.

Os aditivos tradicionais como o chumbo tetraetila, o MTBE (éter
metilico terc-butilico), o ETBE (éter etilico terc-butilico) e o TAME
(éter metilico terc-amilico) aumentam o indice de octanos e
oxigenadores da gasolina. Porém, as emissdoes causadas por estes
aditivos ocasionam uma deterioracao da atmosfera, o surgimento da
chuva &acida, do “smoog”, do desgaste do motor e da geracdo de

subprodutos agressivos ao organismo humano.
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Alguns paises como os Estados Unidos e Tailandia, que sao os
maiores produtores mundiais de MTBE, estao optando pela producao
e substituicdo desta substancia pelo isooctano ou o etanol que
desempenham a mesma funcao e sao muito menos agressivos ao
ambiente. No Brasil, a mistura do MTBE-gasolina foi proibida em
1999, favorecendo ao desenvolvimento e comercializacao do etanol
para esse fim (SANTOS, 2002).

3.3.3. Vantagens da Utilizacdo do Etanol

Algumas vantagens ambientais sao percebidas com o uso do
etanol como combustivel e/ou aditivo (SOMAVILLA & GOMES NETO,
2005; PEREIRA Jr., 1991; OMETTO et al., 1985 apud LEAL, 1998;
SANTOS, 2000a):

> Reducgao nas emissdes do didxido de enxofre, particulados e
outras substancias poluentes, reducdo que é maior quando

utilizado o etanol anidro que o etanol hidratado.

> Na combustdao incompleta, o etanol gera acetaldeido,
substancia menos agressiva para a saude humana que o
formaldeido, o qual é gerado na combustdo incompleta da

gasolina.

> Nao interfere no desbalanceamento global no ciclo do carbono
que tem tido um aumento gradual das concentracoes
atmosféricas do diéxido de carbono gerado por combustiveis
fosseis, que sdo derivados de fontes ndo renovaveis,
ocasionando o “efeito estufa”. Este fato destaca o Brasil como

responsavel pela reducao de 9,5 milhdes de toneladas de
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dioxido de carbono a atmosfera. Adicionalmente, o etanol
apresenta menores prejuizos ambientais que os demais

combustiveis oxigenados em derramamentos e vazamentos.

» O etanol utilizado como aditivo na gasolina apresenta o melhor
desempenho, comparado com outros aditivos, auxiliando na
redugcao das emissbOes poluentes nitrogenados e carbonados,
combatendo o efeito estufa e contribuindo para o

desenvolvimento da agroindustria.

> A possibilidade de producdao de etanol proximo ao local onde
sera empregado, utilizando residuos agro-industriais, enquanto
o petrdoleo depende da localizacdo dos pogos para poder ser
extraido (Ferreira, 2002).

3.4. BALANCO MATERIAL DO PROCESSO DE PRODUCAO DE
ETANOL

Em algumas operacdes de separacao entre fases sdlidas e liquidas
considerou-se uma perda de material de 10% e para outras foram
estimados rendimentos através do método heuristico e da experiéncia
prévia do processo; 25°C para as condicoes de temperatura do
processo; massa de 1000 toneladas de bagaco de cana-de-agucar;
consideraram-se uma eficiéncia de 60% na deslignificacdo, de 90%
de hidrdlise da fracdao hemicelulésica, 85% de hidrdlise da fracao
celulésica e, 81% e 90%, respectivamente, de fermentacdo das
fracoes hemiceluldésicas e celuldsicas, se baseando em estudos

realizados em bancada (Schlittler, 2006).
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Do balanco de massa, obteve-se 121,84 toneladas de etanol (um
volume de 162132,00 L de etanol a 25°C) por cada 1000 toneladas
de bagaco (base Umida), no qual 55% desse volume advém da fracao

celulésica e 45% da fracao hemicelulésica.

Em relacdo ao consumo, o processo demandou uma grande
guantidade de insumos (Tabela 3.4) sendo a deslignificacao a que
obteve maior porcentagem dentre as etapas. Nesse processo foram
empregadas 220 toneladas de hidréxido de sédio para remover a
lignina (Schlittler, 2006).

Tabela 3.4: Quantidade de insumos utilizados no processo (Schlittler, 2006).

Insumo ton/1.000 ton | Kg/L etzfmol
de bagaco produzido
AGUA 7.936,228 48,949
H,SO, 54,870 0,338
NaOH 219,659 1,355
CaO 28,236 0,174
Enzimas 52,974 0,327
Nutrientes 1,290 0,008

No processo foram gerados diversos tipos de residuos e
subprodutos como a lignina, sulfato de calcio e carbonatos de calcio,
sendo os principais: celulose nao hidrolisada no processo SSF,
aclcares nao metabolizados ou perdidos no processo, enzimas
utilizadas no processo que ndo possuem reaproveitamento e didxido
de carbono gerado nas fermentagdes como subproduto podendo ser

utilizado em outros processos.
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3.5. AVALIACAO ECONOMICA

Segundo Schlittler (2006) o investimento varidvel ou custo de
producao em um processo para producao de etanol a partir de
bagaco de cana-de-acgucar (material lignoceluldsico), varia de acordo
com o esquema de producao escolhido, dependendo fortemente das
condigbes do processo, do tipo e quantidade de insumos utilizados,
principalmente no pré-tratamento e no aproveitamento dos residuos

e subprodutos gerados.

No investimento variavel, o custo dos produtos é relativo, variando
em relacao a qualidade do produto, época do ano e localizacao da
producdao. Em virtude da relatividade deste custo, criaram-se trés

cenarios para avaliar a viabilidade econdmica deste processo.

No primeiro cendrio a unidade é implementada na condicdo
autbnoma (nao ha nenhuma interacdo entre os processos que
permita compartilhar facilidades comuns). O segundo cenario esta
dentro do contexto de unidades associadas, o qual possui o intuito de
reduzir o custo de producao. No terceiro cenario a proposta foi reunir
o0 contexto de unidades associadas com o que atualmente denomina-

se biorrefinaria.

Primeiro cenario: No contexto de unidade autonoma ndo ha

nenhum tipo de interacdao com outros processos, sem existir a
possibilidade de compartilhar as facilidades comuns em relagao a

insumos, utilidades e energia.
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Segundo cenéario: As unidades do processo de producdo de etanol

estdo associadas as unidades maiores das usinas, conseguindo que o
custo de produgdao caia e traga inlUmeras vantagens ao processo:
reducdo do capital fixo de investimento, aproveitamento de
facilidades ja existentes, reducao do custo de matéria-prima, auto-
sustentabilidade energética. Com isso, se reduz o preco do produto,
em relacao ao processo anterior (primeiro cenario), tornando-o mais

atraente e viavel.

Terceiro cenario: Além do etanol, obtém-se, subprodutos e rejeitos

com maior valor agregado (gesso, sais minerais e acucares nao
metabolizados) podendo ser comercializados com outras indUstrias e
inserindo-o dentro do contexto de unidades associadas temos o
conceito de biorrefinaria; que permite que o etanol produzido atinja
um custo de produgao bem menor, sendo competitivo frente ao

etanol de caldo de cana.

Os cendrios nos quais sdo empregadas a unidade aut6noma
(Cenario 1) e unidade associada (Cenario 2) com o madelo de
operacgao, geram alcool de custos elevados (US$ 1,436 e US$ 1,158,
respectivamente) valores que nao sao competitivos no mercado onde
o preco do etanol estd entre US$ 0,24-0,28/L. O processo descrito
pelo terceiro cenario, o qual incorpora o conceito de biorrefinaria,

produz etanol a precos competitivos (US$ 0,279) no mercado atual.



CAPITULO 4

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMO

O microrganismo empregado na fermentacdao alcodlica deste
projeto foi a levedura comercial Saccharomyces cerevisiae. Esta
levedura é produzida pela industria Fleischmann para ser

utilizada nos processos de panificagao.
4.2. MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste projeto foi a celulignina, a
qual é proveniente da etapa de hidrélise acida do bagacgo de
cana-de-aclcar, Saccharum spp, fornecido pela usina “Costa
Pinto” em Piracicaba, Sao Paulo, Brasil. Nesta etapa a fracao
hemicelulésica é convertida em acglcares (pentoses), gerando

este sdlido residual (Betancur, 2005).



4.3. PROCESSOS DE DESLIGNIFICACAO

O pré-tratamento ou deslignificacdo empregado no processo
SSF, para a producao de etanol, promove um aumento da

acessibilidade das enzimas a fibra de celulosa.

As condicdes empregadas na deslignificacao foram: solucao
4% (m/v) de hidroxido de sddio, relagdao solido:liquido de 1:20
(g:mL) e temperatura de 121°C por 30 minutos (Aguiar &
Menezes, 2002; Vasquez, et al., 2006).

Apds esta etapa, a celulignina foi lavada e o pH ajustado em
5,5. Finalmente, a secagem foi realizada em estufa a 50°C por
24 horas.

4.4. CONSORCIO ENZIMATICO

O consércio enzimatico comercial de celulases, o qual obteve
os melhores resultados na hidrélise enzimatica da celulignina
pré-tratada, foi GC220, fornecido pela industria Genencor
International. A atividade enzimatica deste consércio é 104,29
FPU/mL de preparado (Vasquez, 2007).

4.5. PRE-HIDROLISE ENZIMATICA E PROCESSO DE
SACARIFICACAO E FERMENTACAO SIMULTANEAS

O processo de pré-hidrélise enzimatica foi o responsavel pela
liberacdo, em altas taxas, de moléculas de glicose, visto que a
temperatura 6tima da pré-hidrolise enzimatica difere da

temperatura 6tima do metabolismo da levedura. Vasquez (2007)



reportou, que para este processo, a liberacao de glicose

estabiliza-se em torno de 10 horas.

As condicdoes empregadas na pré-hidrélise enzimatica foram:
temperatura a 47°C, meio tamponado com citrato de sdédio (pH
5,0), carga enzimatica 26 FPU/g de celulignina deslignificada e

teor de sélido alterado para 20% (Vasquez et al., 2007).

Apds as 10 horas de pré-hidrélise, iniciou-se o processo SSF,
reduzindo a temperatura para 37°C e inoculando-se 4 g/L em

peso seco da levedura Saccharomyces cerevisiae.

4.6. OTIMIZACAO DO PROCESSO DE DESLIGNIFICACAO

Com o intuito de minimizar as quantidades de hidroxido de
sédio sem afetar as taxas de producdao de etanol foi realizado
um planejamento experimental fatorial completo de 2 fatores
em 3 niveis (3%) e 4 repeticdes do ponto central. Os fatores
considerados neste planejamento foram a porcentagem de
hidroxido de sddio (%NaOH) e a relagdao soélido:liquido (S:L) em
g:mL; como variavel de resposta foi analisada a concentracgao
final de etanol. A Tabela 4.1 apresenta os niveis, superior e
inferior, dos fatores analisados e a Tabela 4.2 mostra a matriz

experimental do planejamento fatorial completo.



Tabela 4.1:

Intervalos

utilizados

para

construir

experimental (3%) para o processo de deslignificagdo.

Nivel Ponto Nivel
Fatores Inferior | Central | Superior
-1 0) €9)
% NaOH
(m/v) 1,0 2,5 4,0
Relacao
solido:liquido 1:10 1:15 1:20
(g:mL)

0 planejamento

Tabela 4.2: Matriz do Planejamento Experimental para a Minimizacao da

% de NaOH da deslignificagao.

Exp S:L % NaOH

1 (gimL) | (Im/v)
1 15 2,5
2 10 4,0
3 15 2,5
4 15 1,0
5 15 2,5
6 20 1,0
7 15 2,5
8 15 2,5
9 10 2,5
10 15 4,0
11 20 2,5
12 20 4,0
13 10 1,0

As condicOes da pré-hidrdlise enzimatica e do processo SSF

foram citadas no item 4.5.

Estes experimentos foram

dispositivos que permitem a quantificacdago do CO;

realizados em fermentdometros,

liberado

durante o metabolismo da levedura por diminuigao no peso.



4.7. VALIDACAO DA CONDICAO OTIMA EM BIORREATOR

A validagao das condigdes 6timas foi realizada em um reator
BIOFLO III (New Brunswick), com um volume nominal de 1,5
litros e um volume util de 1,2 litros, dotado de controle de
temperatura, controle de pH (eletrodo interno de referéncia de
prata/cloreto de prata com precisdo de 0,1°C, METLER TOLEDO),
controle de concentracdao de oxigénio dissolvido (Eletrodo
polarografico prata/platina, INGOLD) e controle de espuma
(sensor de condutividade com terminacdao metalica), todos
conectados a uma interface para o controle proporcional-
integral-derivativo (PID); sistema de agitacdo mecanica que
consta de 2 turbinas de 3,5 cm de diametro, com 6 pas em cada

uma e trés chicanas no vaso reacional.

4.8. METODOLOGIA ANALITICA

4.8.1. Amostras

O tratamento dado as amostras segue a seguinte seqliéncia:
centrifugacao a 12000 rpm por 10 minutos, recuperagao do
sobrenadante e diluicdo para a quantificacdo dos metabdlitos,

celobiose, glicose e etanol.

4.8.2. Quantificacao dos Metabdlitos

A quantificagdo dos metabdlitos, celobiose, glicose e etanol,
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando o sistema cromatografico (WATERS) composto por
uma coluna HPX-87P (Bio-Rad), bomba WATERS 510, detector



de indice de refracdo WATERS 410 e integrador HP 3390A. As

condicOes operacionais estao descritas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: CondicOes operacionais do cromatdgrafo.

Fase movel: agua Milli-Q desgaseificada

Vazdo: 0,6 mL/min

Pressdo: 1000 psi

Temperatura da coluna: 80°C

Temperatura do detector: 40°C

Atenuacdo: 4

Volume de “looping”: 20 uL

Velocidade do papel: 0,1 cm/min

A determinacao das concentracdes de cada metabdlito nas
amostras foi realizada através da comparacdao entre as areas
dos padroes e as areas das amostras, de acordo com a

correlagao abaixo:

C = (Aamostra padréo / Apadrao) D

amostra

Sendo:
Camostra: concentracao da amostra analisada;
Aamostra: area da amostra dada pelo cromatrografo;
Cpadrso: concentragao da substancia na solugdo padrao;
Apadrso: area da substancia na solugdo padrdo dada pelo
cromatdgrafo;

D: fator de diluicao das amostras.

A solugdo padrdo utilizada nesta analise era composta por 2,5

g/L de celobiose, 10 g/L de glicose e 15 g/L de etanol.



4.8.3. Quantificacdo da Atividade Enzimatica

As trés atividades enzimaticas caracteristicas das celulases,
FPAsica, CMCdésica e B-glucosiddsica, foram quantificadas. As
atividades foram determinadas segundo o método da IUPAC com
pequenas modificacdbes (Ghose, 1987). Uma unidade de
atividade FPAsica é definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar um pmol de acgucares redutores por
minuto por mL a uma temperatura de 50°C, utilizando como
substrato papel de filtro (Watman N°1). Uma unidade de
atividade CMCasica é definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar um pmol de agucares redutores por
minuto por mL a uma temperatura de 50°C, utilizando como
substrato carboximetilcelulose (SIGMA). Uma unidade de
atividade pB-glucosidasica é definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar um pmol de glicose por minuto
por mL a uma temperatura de 50°C, utilizando como substrato
celobiose (SIGMA).



CAPITULO 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CINETICAS EM FERMENTOMETROS

As fermentacles para avaliar os pré-tratamentos da matriz
do planejamento experimental foram realizadas em
fermentometros (Figura 5.1). Os perfis cinéticos para cada nivel
de teor de hidroxido de sdédio com as respectivas combinacodes
de relacao solido:liquido apresentam-se nas Figuras 5.2, 5.3 e
5.4.

Na Figura 5.2 nota-se que com a redugdo da relagao solido:
liguido, houve um aumento na concentracdo de etanol
equivalente liberada na fermentacdo. Assim, o teor de hidroxido
de sodio de 4% promoveu uma melhora na acessibilidade das
enzimas, resultando em um aumento gradual da concentragao

de etanol de acordo com a relagdo sélido:liquido empregada.
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Figura 5.1: Fermentometro usado nas fermentagoes.
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Figura 5.2: Perfil cinético da fermentagdo da celulignina pré-tratada com

4% de NaOH.
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A Figura 5.3 apresenta o perfil cinético da fermentagdo da
celulignina pré-tratada com 2,5% de hidroxido de sdédio. Pode-se
perceber que o perfil apresentou a mesma tendéncia para todas
as relacdoes soélido:liquido, porém a concentracao de etanol
equivalente aumentou a medida que a relagao sélido:liquido

empregada no pré-tratamento foi reduzida.
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Figura 5.3: Perfil cinético da fermentacao da celulignina pré-tratada com
2,5% de NaOH.

O experimento que empregou 1% de hidroxido de sédio
(Figura 5.4) apresentou a mesma tendéncia dos perfis cinéticos.
Porém, diferentemente, dos outros experimentos, a
concentracao final de etanol equivalente foi similar para as
relagdes sélido:liquido de 1:15 e 1:20. Pode-se perceber que
1% de hidroxido de sdédio e uma relacao de 1:15 foi suficiente

para promover a deslignificacdo necessaria para aumentar a
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acessilibidade das enzimas a celulose, e relacdes sélido:liquido
maiores nao induzem ao incremento da concentracao final de
etanol equivalente, mas sim ao desperdicio de agua e NaOH. O
pré-tratamento que empregou a relacdao solido:liquido de 1:10
teve uma grande reducao na concentragao final de etanol
equivalente, o que pode ser explicado pela saturagdao da agua
por substancias fendlicas retiradas das fibras da celulignina

durante o pré-tratamento, sendo este mais concentrado em

sélidos.
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Figura 5.4: Perfil cinético da fermentagdo da celulignina pré-tratada com
1% de NaOH.

Comparando as Figuras 5.2, 5.3 e 5.4, nota-se que a
concentracao final de etanol equivalente ndo foi fortemente

impactada pela redugdao da porcentagem de hidréxido de sddio
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empregada no pré-tratamento, mas sim, pela reducgdo da

relagdo sdlido:liquido.

5.2. ANALISE ESTATISTICA

O estudo para a minimizacdao do teor de hidréxido de sddio
empregado no pré-tratamento foi realizado através de um
planejamento experimental completo de dois fatores e trés
niveis com quatro repeticdes do ponto central, apresentado na
Tabela 4.2 do Item 4.6.

Este planejamento permite a determinacao dos efeitos
lineares e quadraticos das variaveis, assim como a obtencdo dos

pontos maximos ou minimos dentro da faixa avaliada.

A Tabela 5.1 apresenta a matriz experimental e a
concentracdo final de etanol, variavel de resposta,

correspondente a cada experimento.

Tabela 5.1: Concentracao final de etanol.

U e PeNaoK Ode tanol
(g:mL) (g/7L)
1 15 2,5 51,78
2 10 4,0 48,54
3 15 2,5 55,45
4 15 1,0 52,15
5 15 2,5 54,90
6 20 1,0 50,55
7 15 2,5 52,12
8 15 2,5 56,15
9 10 2,5 50,40
10 15 4,0 54,78
11 20 2,5 55,77
12 20 4,0 55,07
13 10 1,0 45,80
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A analise de variancia (Tabela 5.2) mostrou que o modelo
estatistico obteve um ajuste adequado aos resultados
experimentais, sendo este de 82%, o que é confirmado pela
falta de ajuste sem significancia estatistica (p-level > 0,05).
Nesta tabela sao avaliados os efeitos simples (lineares e
quadraticos) e das interacdes lineares entre os fatores, assim
como a falta de ajuste e o erro puro; sao calculados os desvios

quadraticos, devidos a fonte de variagao.

Tabela 5.2: Analise de varidncia (ANOVA) dos fatores do pré-tratamento na
producdo de etanol (R? = 0,82).

Fon_te (Ele Soma de (.?raus de Médjza_ = p-level

Variacao Quadrados | Liberdade | Quadratica
S:L (L) »1 46,204 1 46,204 15,727 0,00542
S:L (Q) 13,273 1 13,273 4,518 0,07113
9%NaOH (L) —»2 16,302 1 16,302 5,549 0,05067
%NaOH (Q) 9,071 1 9,071 3,088 0,12231
2L e 1L 0,792 1 0,792 0,270 0,61960
Erro Residual 20,565 7 2,938
Falta de ajuste 4,599 3 1,533 0,384 0,77110
Erro Puro 15,966 4 3,991
Total 119,780 12

A andlise estatistica dos resultados do planejamento

experimental também permitiu construir o grafico de Pareto
(Figura 5.5). Neste grafico pode-se verificar a significancia
estatistica dos fatores (p-level < 0,05) e a magnitude do efeito

estimado de cada variavel.
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O valor do p-level garante, com um nivel de confianga de
95% que o fator influencia na varidvel de resposta analisada;
este valor é usualmente assumido em pesquisas biotecnoldgicas
analisadas estatisticamente (Montgomery, 2001; Calado &
Montgomery, 2003 e Vasquez, 2007).

/ 7
SiL() 1 . %3,966
Z L
ﬂ
9Na0H (L) 2 & 2,356
SiL(Q) 2,1525
%NaOH (Q) 1,757
Le 2L 0,519
p=0,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 5.5: Grafico de Pareto de Efeitos Padrao para os pré-tratamentos
do planejamento experimental.

E possivel observar que o maior efeito positivo sobre a
concentracdo final de etanol foi a relacao sélido:liquido, seguido

pelo efeito marginal do teor de hidréoxido de sodio. Os efeitos
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quadraticos e a interagao nao se apresentaram com significancia

estatistica sobre a varidvel de resposta.

A ordem e os valores dos efeitos apresentados na analise
estatistica realizada pelo método de Fisher (andlise de
variancia) sdao semelhantes aos apresentados na analise
realizada empregando a estatistica t de Student, conforme
ilustrado na Tabela do ANOVA (Tabela 5.2) e no grafico de

Pareto (Figura 5.5), respectivamente.

Pode-se perceber que o modelo quadratico proposto pelo
planejamento ajustou-se adequadamente aos pontos
experimentais, confirmado pelo coeficiente de correlagao. A
tendéncia dos dados experimentais pode ser representada, com

boa aproximacgdo, pela seguinte funcao quadratica codificada:

Etanol=54,42 + 2,77*A +1,65*B-2,19*%A? — 1,81*B? + 0,45*A*B

A otimizacao realizada a partir dos dados experimentais visou
minimizar o teor de hidréoxido de sodio empregado no pré-
tratamento, sem reduzir as taxas de producao de etanol. Esta
otimizacao foi realizada através da funcdo de Derringer & Suich
ou funcao Desirability global (Derringer & Suich, 1980;
Montgomery & Calado, 2003).

As condicdes consideradas, na minimizagao do teor de NaOH,
foram: concentragcdao de etanol acima de 50 g/L e relagao

sélido:liquido dentro da faixa avaliada (1:10 até 1:20). A Figura
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5.6 apresenta a superficie de resposta gerada pelo modelo na

minimizagcdo do teor de hidréxido de sddio.
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Figura 5.6: Superficie de resposta correspondente a funcdo desirability.

Na superficie de resposta, os valores que atendem as
condicdes dadas para minimizar o teor de hidroxido de sddio,
encontram-se dentro da area vermelha, correspondente aos

maiores valores de concentragao de etanol.

O modelo quadratico prediz, 1% de hidréxido de sddio e

relacdo sdlido:liquido de 1:15 como as condigcdes que
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minimizaram a quantidade de hidroxido de sdédio empregado na

deslignificacao, sem afetar as taxas de producao de etanol. O

valor final da concentragao de etanol predita pelo modelo foi de

51,21 g/L.

5.3. VALIDACAO DA CONDICAO OTIMA

Com o intuito de validar as condicdes otimas preditas pelo

modelo, foi realizado um experimento em biorreator com a

celulignina pré-tratada com 1% de hidréxido de sdédio e uma

relacdo sdlido:liquido de 1:15. O perfil cinético correspondente a

este experimento encontra-se na Figura 5.7.
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Figura 5.7: Perfis cinéticos da validagdo em biorreator.
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Pode-se observar na Figura 5.7, que a concentracao de
celobiose comeca a se estagnar apods as 6 horas de pré-hidrélise
enzimatica. Ao atingir 10 horas de experimento, a levedura
Saccharomyces cerevisiae € inoculada, iniciando o consumo da
glicose no meio e permitindo a desinibicao da enzima B-glicosidase.
Isto também pode ser verificado pela diminuicdao da concentracdo da

celobiose apods a inoculagao.

O perfil cinético (Figura 5.7) também permitiu visualizar que a
concentracao final de etanol, de 54,7 g/L, apresentou-se maior que o
valor predito pelo modelo. Esta maior concentracao de etanol pode
ser justificada pelo sistema de controle mais eficiente, oferecido pelo
biorreator, das varidveis envolvidas no processo (temperatura, pH,

agitacao).

5.4. AVALIACAO ECONOMICA DO ETANOL

O balanco de massa realizado por Schlittler (2006) reportou que
para 1000 toneladas de bagaco de cana-de-agucar utilizaram-se 220
toneladas de hidréoxido de sodio e 7937 toneladas de agua,
aproximadamente. Com a reducao de hidroxido de sédio de 4% para
1%, conseguiu-se diminuir 165 toneladas de hidréxido de sdédio no
processo. Em relacao a agua utilizada no pré-tratamento houve uma
reducdo de 1460 toneladas com a relagao soélido:liquido de 1:15, na

qual anteriormente empregava-se uma relacao de 1:20.

Na avaliagdo econ6mica deste processo criaram-se trés cenarios
para analisar a viabilidade econ6mica deste processo (Schlittler,
2006). No primeiro cenario € implementada a condicdao autbnoma,

onde ndo ha nenhuma interacdao com outros processos, de forma a
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compartilhar facilidades comuns. O segundo cenario é dentro do
contexto de unidades associadas. E no terceiro, a proposta foi reunir
o contexto de unidades associadas com o que, atualmente, é

denominado biorrefinaria.

As diminuicdes, correspondentes as redugdes dos insumos, no
custo total de hidréxido de sddio e agua, no custo por litro de etanol

e no preco do etanol estdao apresentados nas Tabelas 5.3 e 5.4.

Tabela 5.3: Comparacao entre os custos total e por litro de etanol para Schlittler
(2006) e este trabalho.

Schlittler (2006) Este trabalho
Insumos
Custo Total | Custo/ L EtOH | Custo Total | Custo/ L EtOH
(US$) (USS) (USs$) (USs$)
NaOH 146.292,89 0,902 36.630,00 0,226
Agua Proc. 63,49 0,000 51,81 0,000

Tabela 5.4: Comparacao entre os precos finais do etanol para os diferentes

cenarios.
Schlittler Este
Cenario (2006) trabalho
(US$/7L) (US$/7L)
Primeiro 1,436 0,756
Segundo 1,158 0,471
Terceiro 0,279 -0,397

Pode-se perceber que a redugao no preco do etanol foi significativa
(Tabela 5.4), em todos os cenarios apresentados, principalmente no
terceiro cenario. Este cenario considera que os subprodutos sao

facilmente comercializados, sem avaliar os custos de recuperacao,
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fazendo este cenario ideal dentro do contexto atual. Mesmo assim, se
fosse possivel a realizacdo deste cenario aplicando o conceito da
biorrefinaria, os lucros obtidos na venda do etanol seriam de 100%,
levando o preco da producdo do etanol a zero (US$ 0/L) e qualquer

valor dado a este produto seria um ganho financeiro para a empresa.
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6. CONCLUSOES

1. Através dos experimentos do planejamento fatorial foi
possivel confirmar a remocdo de parte da lignina presente
nas fibras de celulignina com o emprego dos pré-
tratamentos, melhorando o0 acesso das enzimas do

consorcio celulasico a celulose;

2. A partir da validacdo dos valores preditos pelo modelo,
pode-se concluir que foi possivel reduzir a quantidade de
hidroxido de so6dio empregada no pré-tratamento da
celulignina de 4% para 1%, sem grandes impactos na taxa

de producao de etanol.

3. A relacéao solido:liquido foi aumentada de 1:20 para 1:15;
O preco da agua apresenta-se infimo, porém a economia
gerada pela reducdo da relacdo solido:liquido possui um

sentido ecologicamente importante no cenario mundial;



4. A reducdo dos insumos utilizados neste processo permitiu
que o preco do etanol se tornasse competitivo dentro do
mercado em todos os cenarios analisados, porém o cenario

nuamero trés apresentou-se ideal frente aos outros;
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