UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
CENTRO DE ENGENHARIAS )
CURSO DE ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

X
<2
a

WERg
= G

ot
L]

Trabalho de Conclusao de Curso

Caracterizacao e rendimento de hidrolise e fermentacao de
biomassa de arundo, palha e casca de arroz

Vitéria Quincoses Azevedo

Pelotas, 2015



VITORIA QUINCOSES AZEVEDO

Caracterizacao e rendimento de hidrolise e fermentacéo de

biomassa de arundo, palha e casca de arroz

Trabalho académico apresentado ao
Curso de Engenharia Ambiental e
Sanitaria, da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Engenharia Ambiental e Sanitarista.

Orientadora: Profd. Dr2. Claudia Fernanda Lemons e
Silva

Pelotas, 2014



Banca examinadora:

Profa, Dr2 Claudia Fernanda Lemons e Silva — Centro de Engenharias/UFPel -

Orientadora
Prof.. Dr2 Vanessa Sacramento Cerqueira — Centro de Engenharias/UFPel

M.Sc. Juliana Silva Lem&es — Instituto de Quimica/lUFRGS



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela graca dada a mim, em ter permitido chegar até

esta etapa..

Aos meus pais e familiares, pelo amor, apoio e conselhos, os quais foram de
vital importancia para enfrentar as etapas e os momentos mais dificeis sempre me
ajudaram a levantar e seguir em frente. Sem vocés nao seria essa pessoa que sou

hoje. Muito obrigada!

Aos meus amigos que sempre estiveram do meu lado, me ajudando e
torcendo por mim. Sdo amizades que conquistei e que vou levar para o resto da

vida.

A professora Claudia e ao pesquisador Sérgio, pela oportunidade e confianca

deposita em mim.

Sem palavras para agradecer a Sabrina e Juliana por toda a forca que me
deram no laboratério durante esse periodo, por me aguentarem reclamando e
choramingando quando os resultados ndo saiam como o esperado, pelos conselhos,
ideias e pela motivacao para realizacéo deste trabalho.

A professora Maria do Carmo Puaro Peralba, por ter permitido a realizacéo

das analises de cromatografia na UFRGS.

A todos os professores que contribuiram para minha formacdo, pelos

ensinamentos e pelas oportunidades.

MUITO OBRIGADA!!!



RESUMO

AZEVEDO, Vitéria Quincoses. Caracterizacdo e rendimento de hidrélise e
fermentacdo de biomassa de arundo, palha e casca de arroz. 2015. 49 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC). Graduacdo em Engenharia Ambiental e

Sanitaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Novas alternativas para geracdo de energia que sejam renovaveis e que nao
prejudiguem o0 meio ambiente tém sido buscadas. Uma alternativa sdo os
biocombustiveis, como o etanol de segunda geracdo, que tem um potencial
promissor devido ao fato de que a matéria-prima utilizada para sua producdo € um
subproduto das atividades agricolas, e com isso uma forma extremamente vantajosa
para a destinacéo final da biomassa. Nesse contexto, o presente estudo objetivou a
caracterizacdo das biomassas de arundo, palha e casca de arroz quanto ao teor de
celulose, hemicelulose e lignina antes e apdés o pré-tratamento, 0 comportamento
dos acucares nas etapas de hidrolise enzimética e fermentacdo por SHF (hidrdlise
separada da fermentacdo) e o rendimento de etanol por massa e area cultivada das
trés biomassas. A biomassa que apresentou maior concentracdo de acUcares
fermentaveis foi a palha de arroz, chegando ser o dobro das concentracdes
encontradas no arundo e casca de arroz. Por esse motivo a palha apresentou um
rendimento de etanol de 134,13 L/t, ja o arundo apresentou 51,20 L/t e a casca
24,72 L/t. Porém, considerando a estimativa de rendimento de biomassa por area,
verifica-se que o rendimento de etanol por hectare de arundo é bem superior ao de
arroz, sendo 2560 L/ha para esta biomassa, 536,52 L/ha para palha e 49,44 L/ha
para casca de arroz. O potencial do uso de biomassa para producédo de etanol foi
demonstrado e pode ser otimizado empregando outras condicdes de pré-tratamento,
hidrolise e fermentacdo, para que assim sejam atingidos rendimentos ainda mais
elevados.

Palavras-Chave: Etanol de segunda geragdo. Biomassa. Pré-tratamento. Hidrélise
enzimatica



ABSTRACT

AZEVEDO, Vitoria Quincoses. Characterization and yield of hydrolysis
fermentation of biomass arundo, straw and rice husks. 2015. 49 f. Final Project.

BSc in Environmental and Sanitary Engineering. Federal University of Pelotas.

New renewable and environmental friendly alternatives for energy generation have
been searched. An alternative is biofuels, such as second generation ethanol, which
has a promising potential due to the fact that the raw material used for its production
is a by-product of agricultural activities, and thus an extremely beneficial way for the
biomass disposal. In this context, the present study aimed to characterize the
biomass of arundo, straw and rice husks as the cellulose content, hemicellulose and
lignin before and after pretreatment,, the behavior of sugars in steps of enzymatic
hydrolysis and fermentation by SHF ( Separate hydrolysis of the fermentation), and
ethanol yield by mass and acreage of the three biomasses. The biomass with the
highest concentration of fermentable sugars was rice straw, reaching be double the
concentrations found in arundo and rice husk. For this reason the straw showed an
ethanol yield of 134.13 L / t, already presented arundo 51.20 L / tea bark 24.72 L / t.
However, considering the estimated yield of biomass per area, it turns out that the
ethanol yield per hectare of Arundo is much higher than rice, with 2560 L / ha for this
biomass 536.52 L / h for straw and 49 , 44 U / ha for rice hulls. The potential use of
biomass for ethanol production was demonstrated and can be optimized using other
conditions of pretreatment, hydrolysis and fermentation, so that even higher yields
are achieved.

Keywords: Second Generation Ethanol. Biomass. Pretreatment. Enzymatic
hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Um marco representativo para a histéria mundial sdo os processos de
geracdo de energia. De maneira geral podemos dizer que existe dois tipos de
energia, as geradas a partir de recursos renovaveis e as geradas a partir de
recursos nao renovaveis (FURTADO, 2010). Os combustiveis fosseis sdo um
exemplo de recursos ndo renovaveis, e sao representados por petréleo, gas natural
e carvdo mineral (GOLDEMBERG, 2009). A principal fonte de energia utilizada pelo
homem até hoje sdo o0s combustiveis fosseis, que s&o originados pela
decomposicao de residuos organicos e encontrados em areas profundas do solo ou
no fundo do mar. A queima destes combustiveis é usada para gerar energia e

movimentar motores de maquinas, veiculos e até mesmo gerar energia elétrica.

Conforme dados da Agéncia Internacional de Energia (AIE),
aproximadamente 87% de todo o combustivel consumido no mundo é de origem
féssil. No Brasil, 59% da energia gerada € proveniente de recursos ndo renovaveis,
sendo que 39,3% de petroleo e seus derivados, 12,8% gas natural, 5,6% carvao
mineral e 1,3% uranio (BRASIL, 2013). S6 no ano de 2013 foram lancados na
atmosfera mais de 450 milhGes de toneladas de dioxido de carbono, principal
responsavel pelo aquecimento global segundo o Painel Intergovernamental de
Mudancas do Clima.

Uma forte linha de pesquisa sdo os biocombustiveis, que sdo considerados
uma fonte de energia limpa e renovavel. Segundo o Ministério do Meio Ambiente —
MMA (BRASIL, 2012)

Biocombustivel é qualquer combustivel originado de espécies vegetais - isto
€, que tem origem bioldgica, desde que nao tenha passado por processo de
fossilizagdo. De acordo com a definicdo técnica da Lei n°® 9.478, de 6 de
agosto de 1997, biocombustivel é todo combustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna; ou, conforme
regulamento, para outro tipo de geracdo de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil.

Os biocombustiveis podem ser gerados a partir de diversos materiais como
cana-de-agucar, carvdo vegetal e plantas oleaginosas (girassol, dendé, soja,

amendoim, mamona), entre outros. Os principais biocombustiveis utilizados séo o

bioetanol e o biodiesel (o primeiro é produzido a partir da fermentacéo de hidratos de
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carbono (agucar, amido, celulose), e o segundo é obtido a partir de 6leos organicos
(PAULA, 2013).

O etanol de primeira geracéo, que é gerado a partir da sacarose da cana, vem
sendo cada vez mais produzido porque €, até 0 momento, o Unico combustivel com
capacidade de atender a crescente demanda mundial por energia renovavel de
baixo custo e de baixo poder poluente (SANTOS et al.,, 2012). Porém hoje,
encontramos grandes estudos para desenvolver processos cada vez mais
econdmicos utilizando materiais lignoceluldsicos, também conhecido como etanol de
segunda geracao, produzido a partir da celulose e hemicelulose, presente em

residuos agricolas (RABELO, 2010).

A importancia de se utilizar residuos para producéo do etanol celulésico é que
a sua matéria-prima é um subproduto das atividades agricolas, e por apresentar
poucos nutrientes ndo serve para alimentacdo humana e animal. Por este motivo, o
aproveitamento desses residuos para a producdo de combustivel é uma forma
extremamente vantajosa para a destinacdo final da biomassa (HICKERT, 2010).
Além disso, diminui consideravelmente a competicdo pelo uso da terra para
producado de alimentos. Sem precisar ampliar os canaviais, usando apenas a palha e
o0 bagaco, o Brasil tem potencial de aumentar em 50% a producédo de etanol
(STAVELA, ARAUJO, PORTO, 2014). Apesar das grandes vantagens, ainda
encontramos algumas dificuldades, como por exemplo, tecnologias ainda néo
completamente desenvolvidas, com baixo rendimento na conversdo da matéria-

prima em bioetanol e com custo de producao elevada.

O Arundo donax L. é uma planta que apresenta um grande potencial para
producdo de etanol de segunda geracdo, por se adaptar facilmente em qualquer
condicdo ambiental, apesar de exigir grandes quantidades de agua para seu
crescimento apresenta pouca exigéncia acerca da fertiidade do solo, tem um

crescimento rapido e uma produtividade elevada (SOUZA, 2014).

. Outra cultura que apresenta grande potencial para aproveitamento de
biomassa é a cultura do arroz irrigado. Com cerca de 11 milhdes de toneladas de

arroz o Brasil, esta entre os dez principais produtores mundiais deste grdo. A regiao
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sul contribui com cerca de 77% da producé&o nacional, sendo o Rio Grande do Sul o
maior produtor brasileiro, com 65% desta producao (BRASIL, 2014).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL,
2014), o Brasil ira colher 14 milhdes de toneladas de arroz na safra de 2023/2024,
sendo essas projecdes avaliadas pela Assessoria de Gestao Estratégica do MAPA.
Com esse aumento da producdo, aumenta também a quantidade de residuos

gerados, na qual se destacam a palha e a casca de arroz.

Esses residuos resultam do processo de beneficiamento do arroz como um
subproduto, a casca corresponde cerca de 20% da producédo de arroz (SCHWAB et
al., 2010) e a palha cerca de 23% (NUNES et al.,2013). Por esse motivo o Rio
Grande do Sul tem um grande potencial para producdo de etanol de segunda

geragao.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O trabalho tem por objetivo geral avaliar o potencial das biomassas palha e
casca de arroz e planta inteira de arundo e os produtos da hidrélise e fermentacéo

das biomassas visando a producao de etanol de segunda geracao.

1.1.2 Objetivos especificos

- Caracterizar quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina as

biomassas antes e apds o pré-tratamento quimico;

- Avaliar o rendimento de acucares liberados na etapa de hidrolise enziméatica

das biomassas pré-tratadas;

- Determinar o rendimento de etanol produzido a partir da fermentagcéo dos

hidrolisados das trés biomassas;
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- Calcular o rendimento de etanol por massa e area cultivada das trés

biomassas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biocombustiveis

Os biocombustiveis podem ser divididos em dois grupos, os de primeira e 0s
de segunda geracdo. Hoje em dia, devido aos avancados tecnoldgicos e caminhos
de producédo, podemos classificar ainda em de terceira geracdo e quarta geracao
(ALMEIDA, 2009; BRANDAO, 2011). Os de primeira geracdo s&o aqueles
produzidos a partir dos aglcares ou amidos (cana, beterraba, milho, trigo, mandioca,
arroz), no caso do etanol, e a partir da transesterificacdo de Oleos vegetais ou
gordura animal (soja, mamona, dendé, sebo, 6leo de fritura) no caso do biodiesel
(FILHO, 2010). O grande problema enfrentado pelos biocombustiveis de primeira
geracdo é a disponibilidade de matérias-primas e a possibilidade de competicdo com
a producéo de alimentos (HICKERT, 2010).

Para obtencdo dos biocombustiveis de segunda geracdo sado utilizados
materiais lignocelulésicos ndo comestiveis, como residuos agricolas, florestais e
urbanos e com isso, elimina a competicdo entre combustivel e alimentos (SOUSA,
2014). Os materiais lignocelulésicos sdo os compostos organicos mais abundantes

na biosfera, compondo cerca de 50% da biomassa terrestre (ALMEIDA, 2009).

Os combustiveis de terceira geracao utilizam como substrato da fermentacéo
etandlica a biomassa de microalgas, micro-organismos capazes de ostentar producdes
anuais de carboidratos dezenas ou centenas de vezes maiores que biomassas de
primeira ou segunda geracdo (KLEIN, 2013). E a proposta dos de quarta geracao € a
modificacdo genética da planta para que sejam capazes de promover a captacao
com maior eficiéncia de carbono e armazenar em sua estrutura para que
posteriormente este carbono seja convertido em combustivel e gases por meio de
técnicas de segunda geracdo (BRANDAO, 2011).

2.2 Matérias-primas para producao de etanol

Qualgquer matéria que tenha em sua composi¢cédo agucar ou outro carboidrato

serve como matéria-prima para producdo de etanol. De acordo com o tipo de



16

carboidratos presentes nas matérias-primas elas podem ser classificadas em trés
grupos diferentes: os materiais agucarados, que contém aclcares simples tais como
sacarose, glicose, frutose e lactose e sdo exemplos cana-de-acucar, beterraba
acucareira, melacos, mel de abelhas e frutas; os materiais amilaceos que contém
carboidratos como o amido e assim h& a necessidade de uma hidrolise para
conversdo deste em glicose (milho, sorgo, cevada e trigo sdo exemplos destes
materiais); e os lignocelulésicos, provenientes de vegetais que necessitam de pré-
tratamento fisico e quimico vigorosos para obtencdo de etanol, como palha,
madeira, bagaco, casca e palha de arroz, arundo, entre outros (BARCELOS, 2012).

Na Figura 1 estdo representadas as rotas tecnoldgicas para producao de etanol.

-

Biomassa acucarada
(cana, beterraba)

M

Biomassa amilicea
(milho, trigo, mandioca)

Biomassa celuldsica
(em desenvolvimento)

L 4

Extracio por
pressio ou difusio

Y

Y

Trituracio

Pré-Tratamento

)

J |

A A

-

A

Hidroélise enzimatica J {

Hidrolise acida ou
enzimatica

|

Y

Y

Solucio acucar

ada fermentavel

A

y

Ferme

ntacao

A

y

Destilacio

Etanol

Figura 1: Rotas tecnolégicas para producao de etanol
Fonte: adaptado de Silva, 2009.

2.2.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia das gramineas. E um dos
cereais mais consumidos no mundo, perde apenas para 0 milho e o trigo. No Brasil,

o cultivo de arroz irrigado, a regido sul contribui com 77% da producdo nacional


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oryza_sativa
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(BRASIL, 2014), com o ressalto para o Rio Grande do Sul como o maior produtor
brasileiro (LUDWIG, 2004).

As projecdes de producao de arroz mostram que o Brasil ird colher 14 milhdes
de toneladas de arroz na safra 2023/2024, isso equivale ao aumento anual da
producéo de 11,3% nos préximos 10 anos (BRASIL, 2014). Com esse aumento na
producdo, aumentara também a quantidade de residuos provenientes da producéo
de arroz, gerando principalmente farelo com 8% da producdo, casca com 20%
(BEVILAQUA, 2010) e palha com 23% (NUNES et al., 2013).

O farelo na maioria das vezes € aproveitado na fabricacdo de farinhas,
alimentacdo animal e fermentacao de cerveja. J4 a casca e a palha sao os residuos
mais preocupantes deste beneficiamento, pois sdo residuos gerados em grande
escala e seus destinos ndo sao os mais adequados, muitas vezes sao utilizados

apenas para queima em caldeiras (BEVILAQUA, 2010).

Por ser um grande produtor de arroz irrigado e consequentemente por ter
grande disponibilidade de residuos (palha e casca) gerados pelo beneficiamento do
grdo, o Rio Grande do Sul tem um grande potencial para producdo de etanol de
segunda geracdo, visto que, a matéria-prima utilizada para esta producdo é a

biomassa lignocelulésica.

2.2.2 Arundo

O Arundo donax L. também conhecido como cana-do-reino é uma planta que
pertence a familia das gramineas e se adapta bem em regides de clima tropical,
subtropical e temperado (VASCONCELOS, GOMES e CORREA, 2007). E uma
espécie originaria no Mediterraneo e uma planta de grande porte, com caules longos
e ocos, podendo medir entre 2 a 6 m de altura, ndo passando dos 10 metros e 2 a
3,5 cm de didametro (SANTOS, 2009).

Esta planta pode atingir de 20 a 100 toneladas de massa seca por hectare em
condi¢des Otimas para seu crescimento, e constitui uma rica fonte de biomassa e
fibras (ZANETTI, 2007). O arundo apresenta um grande potencial para producéo de

etanol de segunda geracdo, por ser uma planta que se adapta facilmente em
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qualguer condicdo ambiental, tem um crescimento rapido e uma produtividade
elevada (LEMONS E SILVA et. al, 2015).

2.3 Caracteristicas estruturais dos materiais lignoceluldsicos

As fontes renovaveis mais encontradas na natureza s&o as biomassas
lignoceluldsica (CASTRO e PEREIRA JR., 2010) assim tornando-se atrativas para
producdo de etanol de segunda geragcdo. Podemos dividir 0s materiais
lignocelulésicos em seis grupos, os que compreendem os residuos de agricultura
(bagaco de cana, palha de milho, palha de trigo, palha e casca de arroz, palha de
cevada, bagaco de sorgo, carocos de azeitona e celulose), coniferas e folhosas,
residuos de celulose (papel de jornal, papel de escritério), biomassa herbacea (feno,
gramineas) e residuos municipais sélidos (BARCELOS, 2012).

Essas biomassas sdo constituidas por trés principais polimeros, lignina,
hemicelulose e celulose (Figura 2) (SOUSA, 2014). Este conjunto é chamado de
microfibrila celulésica e estdo unidos por ligacbes covalentes. Estas fracfes
conferem aos materiais lignocelulésicos uma estrutura rigida e cria uma barreira
resistente ao ataque de microrganismos e/ou enzimas (FERREIRA, 2010). Sao
encontrados cerca de 40-60% de celulose, 20-40% de hemicelulose e 15-25% de
lignina (PEREIRA Jr. et al., 2008), porém a propor¢cdo destes componentes pode
variar dependendo da espécie da planta, idade, tempo de colheita e condicdo ou
estagio de crescimento (BARCELOS, 2012). Por este motivo se faz necessario
conhecer a estrutura e as caracteristicas dos principais componentes da biomassa

lignocelulésica: celulose, hemicelulose e lignina.
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Figura 2: Polimeros constituintes dos materiais lignocelulésicos

Fonte: Pereira Jr. 2004.

A estrutura das células vegetais pode ser dividida em membrana plasmatica,
lamela média e parede celular (ALVES, 2011). Na parede celular € onde se encontra
grande parte do material lignocelulosico (Figura 3) e é formada por uma rede de
microfibrilas de celulose, que se encontram dispostas como espirais, de forma a
conferir forca e flexibilidade ao material, entrelacadas por fios de hemicelulose, que
atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina formando assim a rede
fibrosa. Ja entre lamela média e a membrana plasmética é encontrada a lignina, cuja
funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos
(CASTRO e PEREIRA, 2010).

A obtencéo de etanol de segunda geracdo € muito complexa, principalmente
devido a alta protecao da lignina a estrutura celuldsica, isso porque essa protecéo
acaba dificultando a hidrélise dos polissacarideos da biomassa em acucares
fermentaveis e sua posterior fermentacdo (RABELO, 2010). Assim sao utilizadas
tecnologias complexas, com elementos acidos e/ou enzimaticos para desagregacao

dos agucares e a remocéao da lignina (SILVA, 2010).
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Parede celular

Microfibrila

Célula vegetal Hemicelulose

p ,&_’l_"\cmulcse
Q\!/ZSHCOGQ

Figura 3 — Estrutura da parede celular de vegetais

Fonte: SANTOS et al., 2010
2.3.1 Celulose

A celulose € um polissacarideo, de cadeia longa, constituida por um unico tipo
de unidade de aclUcar e com uma estrutura relativamente simples (GUTIMANIS,
2008). Podemos definir como sendo um polimero, onde cada microfibrila € formada
por diversas unidades de glicose (mon6mero) e celobiose unidas por ligagbes do
tipo glicosidicas B-1,4 (Figuras 4) (ALVES 2011; ARANTES, 2009).

OH
o HO OH o HO DH
HO on o Hu O 0
OH O

Celobiose Glicose

Figura 4: Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular

Fonte: Santo et al., 2012.

A celulose é encontrada na forma de microfibrilas e apresenta uma regido
bem estruturada denominada regides cristalinas e uma regido menos organizada
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chamada de amorfa (Figura 5) (PEREIRA Jr. et al.,, 2008). Por apresentarem
ligacbes muito mais fortes, a celulose € mais resistente a degradacao quimica e

bioldgica, do que a hemicelulose.

Repifo amorfa

Regidocnstalna

Regilo amorfa

Figura 5: Diferentes visdes do modo de distribuicdo da celulose cristalina e amorfa na microfibrila. A:
celulose cristalina esta no centro da microfibrila e é envolta pelo substrato amorfo. B: As regifes
cristalinas e amorfas séo repetidas ao longo da dimenséo horizontal

Fonte: Rabelo, 2010.

2.3.2 Hemicelulose

Estas macromoléculas, ao contrario de celulose, sdo formadas por uma
estrutura complexa de carboidratos poliméricos, de cadeia mais curta e ramificada e
nao apresentam regides cristalinas (ALVES, 2011; PEREIRA et al. 2008). Eles sao
constituidos, na sua grande maioria, de varios tipos de unidades de acucares como
pentoses (xilose, manose, arabinose, galactose) e acidos urbnicos (acido
galactourdnico e glucurdnico) (PITARELO, 2007).

Por ndo apresentarem uma estrutura cristalina, sdo mais susceptiveis a
hidrolise quimica em condicdes mais brandas. As variedades de ligacbes e
ramificacbes, assim como a presenca de diferentes unidades monoméricas,
contribuem para a estrutura da hemicelulose a complexidade e as suas
conformacdes diferentes (PEREIRA et al., 2008)

Na tabela 1 segue as principais diferencgas entre a celulose e a hemicelulose.



Tabela 1: Diferencas entre celulose e hemicelulose
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CELULOSE

HEMICELULOSE

Unidades de glicose ligadas entre si
Grau de polimerizacdo elevado
Forma arranjo fibroso

Forma regides amorfas e cristalinas
Atacada lentamente por acido mineral
Diluido a quente

Insoltvel em &lcali

Unidades variadas de agucares

Grau de polimerizacéo baixo

N&o forma arranjo fibroso

Forma somente regides amorfas
Atacada rapidamente por acido mineral
Diluido a quente

Soltvel em alcali

Fonte: PEREIRA et al., 2008

2.3.3 Lignina

Depois da celulose, a lignina é o polimero mais abundante e importante nas

plantas. A lignina € uma macromolécula que apresenta uma forma tridimensional,

ramificada, altamente complexa, composta por unidades p-propilfenol (PEREIRA et

al.,2008). A lignina ndo tem estrutura cristalina e por este motivo é considerado um

polimero amorfo, cuja estrutura principal, provém da polimerizacdo de trés

mondmeros que se diferem pela substituicdo que apresentam no anel aromatico,

sdo eles: o alcool cumarilico, alcool coniferilico e o alcool sinapilico (Figura 6)

(RABELO; SILVA, 2010).

-

OH

$

H H
Alcool p-Cumarilico

Alcool sinapilico

&

Me Me Me

H
Alcool Coniferilico

Figura 6: Alcodis formadores da molécula de lignina

Fonte: Bevilqua, 2010.
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A lignina proporciona firmeza e rigidez ao conjunto de fibras de celulose, além
disso, confere a planta resisténcia ao ataque de microrganismos e dificulta a
degradacdo da celulose e hemicelulose. Devido a sua grande complexidade
estrutural, a lignina € considerada como uma barreira a acdo das celulases e
hemicelulases (enzimas responsaveis pela degradacéo da celulose e hemicelulose,
respectivamente) (FERREIRA, 2010).

2.4 Etapas de producéo do etanol de segunda geragéo

As principais etapas do processo de producdo de bioetanol sdo pré-
tratamento, hidrélise e a fermentacdo (Figura 7). A biomassa por apresentar uma
estrutura complexa e compacta faz com que seja necessario submeter a mesma a
pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da hidrélise para producdo de etanol.
Essa hidrélise pode ser feita de diversas maneiras, tanto por processos que utilizam
acidos, solventes organicos ou enzimas. Por fim, na etapa de fermentacdo, o
hidrolisado sofre a acdo das leveduras, com a transformacdo dos acucares em

etanol, CO: e outros sub-produtos em menores quantidades. (RABELO, 2010)

BIOGMASSA
UIGNOCERUNEESICA
CELULOSE
o !%

|
HEMICELULOSE |

— LIGNNA

PRE - TRATAMENTO

- i
A =
bz Sy ey 1,
CELULOSE .

HIDROLISE

GLICOSE

FERMENTAGAO

ETANOL

Figura 7: Representacéo esquematica da producgédo de etanol de biomassa lignocelulésica

Fonte: Santos et al., 2012.
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2.4.1 Pré-tratamento

O pré-tratamento tem por objetivo facilitar o acesso das enzimas que
melhoram a digestibilidade da celulose (NUNES et al., 2013). Esta etapa é
importante, pois a lignina limita o processo de hidrdlise, ou seja, oculta a superficie
celulésica impedindo o acesso das enzimas as fibras. Por esse motivo, acaba
tornando-se necessaria uma etapa de pré-tratamento, tanto a fim de quebrar a
estrutura cristalina da celulose quanto a fim de remover ou alterar a lignina e a
hemicelulose, assim expondo as fibras de celulose e facilitando a acdo enzimatica.
(OGEDA e PETRI, 2010). A Figura 8 demonstra 0 que ocorre com a biomassa na

etapa de pré-tratamento.

Existem véarios métodos de pré-tratamento: os fisicos (reducdo do tamanho
das particulas), quimicos (alcalis, acidos, solventes, gases, outros), biologicos
(enzima ou fungos) ou a combinacdo destes. O método que tem chamado atencéo
das pesquisas sdo 0s quimicos e combinados, visto que estes removem a lignina
sem degradar celulose (SANTOS, 2012).

Lignina
Celulose

Prée-tratamento

Hemicelulose

Figura 8: Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

Fonte: Adaptado de Chemmés et al., 2013.

2.4.2 Hidrdélise

Na etapa de hidrdlise, devido a ajuda de determinados catalisadores, ocorre a

quebra das cadeias de polissacarideos, tendo como resultado moléculas de agucar
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(RABELO, 2010). Dessa forma, o processo de hidrélise é responsavel por quebrar a
celulose em varias moléculas de glicose a fim de permitir sua fermentacdo e a
producdo de biocombustivel (SOUSA, 2014).

O processo de hidrolise pode ser quimico ou enzimatico (NETO, 2009). Na
hidrélise quimica é utilizado acido, que pode ser concentrado ou diluido,
normalmente é utilizado acido sulfdrico ou acido cloridrico. No entanto esse método
gera hidrolisado de alta toxicidade, o que dificulta o metabolismo dos
microrganismos agentes dos processos fermentativos (PEREIRA et al., 2008). Além
disso, na hidrolise com acido concentrado devemos ter equipamentos altamente
resistentes a corrosdo, o0 que aumenta consideravelmente o custo do processo.
Como a hemicelulose é hidrolisada antes da celulose, os acUcares liberados pela
hemicelulose acabam ficando expostos por muito tempo o0 que resulta na sua

degradacdo e perda de agucar no processo (RABELO, 2010).

No processo enzimatico de hidrélise, a celulose é quebrada pela acdo das
enzimas celulases (endoglucanase e exoglucanase), que quebram a celulose em
celobiose, e em seguinda, esta € convertida em duas moléculas de glicose pela B-
glucosidase (MENDES, 2010). Por ser um processo menos agressivo, ocorre uma
menor degradacdo dos acUcares comparada com a hidrélise &cida, proporcionando
com que o processo de fermentacdo tenha um alto rendimento (NETO, 2009).
Porém a grande dificuldade que vem sendo enfrentada € o elevado custo das
enzimas e por serem extremamente sensiveis, tornando necessario o controle
rigoroso de diversos parametros. Na Tabela 2 estdo especificadas as condi¢gbes de
cada processo e seus desempenhos aproximados e na Tabela 3 as principais

diferencas entre a hidrélise acida e a enzimatica.

Tabela 2: Comparacgéo das condi¢des e desempenho dos trés processos de hidrdlise

Consumo Temperatura  Tempo Rendimento
(°C) de glicose (%)
Acido diluido <1% H2S0a4 215 3 min 50-70
Acido concentrado  30-70% H2SOa4 40 2-6 h 90
Enzimética Celulase 50 1,5 dias 75-95

Fonte: RABELO, 2010
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Tabela 3: Comparacédo entre hidrolise acida e enzimatica de biomassa lignocelulésica para produgao

de etanol

Parametro

Hidrélise acida Hidroélise enzimética

Pré-tratamento

Taxa de hidrolise

Temperatura
Presséo

Rendimento

Formacao de subprodutos

Pode ser necessario Necessaria

Rapida (min) Lenta (h)

Alta (200 °C) Baixa (45 °C)

Alta Atmosférica

Depende do material e dos Depende do material e dos

detalhes do processo detalhes do processo

Provavel formacéo N&o h& formacéo

Fonte: AGUIAR, 2010.

2.4.3 Fermentacéao

Na etapa de fermentacdo, o hidrolisado sofre a acdo das leveduras, com o

objetivo de transformar de forma anaerdbica os aclcares em etanol e COz2, e pode

ser demonstrada pela reacédo apresentada na figura 9. E um processo biolégico no

qual a energia fornecida por reacdes de oxidacdo parcial é utlizada para o

crescimento dos microrganismos e a oxidacdo anaerdbia dos acucares utilizada para
formacdo de etanol e diéxido de carbono (PROMPT, 2012)

CeH,0, - 2CH;,CH,OH+ 2C0,
Glicose Etanol Dioxido de
Carbono

Figura 9: Reacéao global da fermentacao alcodlica

Fonte: Prompt, 2012.

A obtencdo do etanol a partir dos materiais lignocelulésicos pode ser

realizada de quatro maneiras diferentes, sdo elas: Bioprocesso consolidado (CBP -

consolidated bio processing), Sacarificacdo e co-fermentacdo simultaneas (SSCF -
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simultaneous saccharification and cofermentation), Hidrolise separada da
fermentacdo (SHF — separate hydrolysis and fermentation) e Fermentacdo e
sacarificacdo simultanea (SSF — simultaneous saccharification and fermentation)
(PITARELO, 2013)

No método CBP ocorre trés etapas em um Unico equipamento, desta maneira
se faz necesséario obter microrganismos que consigam produzir enzimas que
quebrem as fracBes de hemicelulose e celulose e com alta habilidade fermentativa,
tanto de pentoses quanto hexoses. Para o SSCF ja nesse processo as etapas de
hidrélise e fermentacdo das pentoses e hexoses sdo realizadas em um mesmo
reator, sendo geralmente necessario o auxilio da biologia molecular para o
desenvolvimento de microrganismos capazes de fermentar pentoses e hexoses
(VASQUEZ, 2007).

Ja para SHF ocorre a hidrélise e em seguida o processo de fermentacéo, ou
seja, esses processos sao realizados em reatores diferentes, uma vez terminada a
hidrolise, o residuo solido é separado e o sobrenadante é empregado para
fermentacao por leveduras. Dessa maneira a etapa de hidrdlise pode ser realizada
quimica ou enzimaticamente. Porém esse método apresenta uma grande
desvantagem que é a possibilidade de contaminacdo da solucdo, ja que € o tempo
envolvido na etapa de hidrélise é longo o que torna a solugdo uma fonte disponivel

para 0s microrganismos indesejados (SANTOS, 2010).

No caso do SSF a fermentacéo da glicose e a sacarificacdo da celulose séo
realizadas no mesmo reator (FERREIRA, 2010). A hidrélise ¢é realizada
enzimaticamente, evitando assim a formacdo de inibidores porque todos os
acucares gque sao gerados sdo simultaneamente consumidos pelos microrganismos
fermentativos para producdo de etanol. Porém a desvantagem é que a enzima e a
levedura desempenham sua funcdo em temperaturas e pH diferentes o que
prejudica o processo (PITARELO, 2013).



3. METODOLOGIA

3.1Preparo da amostra

Para este trabalho foi selecionado as biomassas de Arundo donax L (planta

inteira) e Oriza sativa L., cultivar Puita. (casca e palha de arroz).

As biomassas de arroz pré-tratadas foram adquiridas do trabalho realizado
por Farias et al. (2014) onde o pré-tratamento acido foi feito com H2SO4 1,1% e

alcalino com NaOH 0,5 M.

3.2 Caracterizacdo da biomassa

A analise para caracterizacao quimica das biomassas in natura e pré-tratadas
foi feita de acordo com a metodologia descrita por DUNNING e DALLAS (1949) que
se fundamenta na sacarificagdo quantitativa dos polissacarideos de diferentes

matérias-primas vegetais.

Foram pesadas separadamente em balanca analitica 2,0 gramas de amostra
previamente seca em estufa durante 24 horas e peneiradas afim de selecionar as
fracbes granulométricas reduzidas (utilizou-se peneiras de 32 mesh). As amostras
foram transferidas para béqueres de 100 mL e adicionados 10 mL de acido sulfarico
72% vlv. A mistura foi levada para banho-maria a 45 °C por 7 minutos e agitada
constantemente com bastdo de vidro. Apdés esta etapa as amostras foram
transferidas para erlenmeyers de 500 mL e adicionado 275 mL de agua destilada.
Os frascos foram fechados com papel aluminio e levados para autoclavar por 30
minutos a uma temperatura de 121 °C. Depois de retirados do autoclave e esfriados
a temperatura ambiente, as amostras foram filtradas a vacuo com o objetivo de
separar a fracdo sélida da liquida. A fracdo sélida foi colocada em cadinhos de
porcelana (previamente secos e pesados) e a fragdo liquida foi transferida para

baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve seu volume ajustado com agua destilada.

Para determinacao da lignina a fracéo solida foi seca em estufa a temperatura

de 100 °C por 24 horas e em seguida pesada em balanca analitica (W1). Logo ap6s
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a amostra foi calcinada a 550 °C. Depois de resfriado, os cadinhos foram pesados
(W2).

Ja a fracéo liquida foi utilizada para determinacao da concentracdo de glicose
(C1) e acucares redutores totais (C2) utilizando os métodos enzimaticos de glicose

oxidase (kit enzimatico) e DNS (Acido 3,5 — dinitro salicilico).

3.3 Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise foi feita de acordo com o trabalho realizado por LEMONS E SILVA
et al. (2015) com algumas modificacbes. Foram pesados 7 gramas de cada
biomassa pré-tratada e transferidos para elenmeyers de 250 mL, em seguida foram
autoclavados a 111 °C por 15 minutos. Depois foram adicionados 70 mL de solugéo
tampdo e 10FPU/g de complexo de celulases. As amostras foram colocadas em
uma incubadora a temperatura de 50 °C com agitacdo orbital de 200 rpm durante 48
horas. Durante o processo foram feitas coletas em 6, 24 e 48 horas para analise de
acucares redutores e glicose. Ao término do tempo de reacdo o material foi
transferido para tubos falcon e centrifugados a 2500 rpm com o objetivo de separar 0

material sobrenadante.

3.4 Fermentacao

A fermentacdo também foi realizada de acordo com o trabalho de LEMONS E
SILVA et al. (2015) com modificacbes. Foram medidos 30 mL do hidrolisado
resultante do processo de hidrélise, transferidos para elenmeyers de 250 mL e
adicionados 1,25 g/L de ureia, 1,1 g/L de fosfato, 2 g/L de levedura Saccharomyces
cerevisiee, 40 mL/L de solucdo de sais e tampao citrato 50 n M em pH 5. As
amostras foram colocadas em uma incubadora com agitacdo orbital de 200 rpm,
temperatura de 37°C por 22 horas. Foram realizadas coletas em 1 hora, 2, 3, 4,19 e
22 horas apOs o inicio do processo. Em seguida as coletas que foram retiradas
durante o processo foram preparas para analise de cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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3.5 Anélises
3.5.1 Caracterizacédo das biomassas

Os valores de celulose, hemicelulose e lignina foram calculados a partir das
equacdes descritas por SLUITER et al. (2005).

3.5.1.1 Celulose

O teor de celulose foi calculado pela equacgéo 1:

Celulose (% ™M/, ) = (D,E‘J},ﬂ 96) x (Cy) x (V) x (100) Eq.1

Onde 0,90 = coeficiente que resulta da relagcdo entre peso molecular do
polimero e do mondmero de glicose; 0,96 = rendimento da sacarificacdo; C1 =
concentracdo de glicose (g/L); v = volume total da solucdo de acucar (L) e m = peso

da amostra seca (g).

3.5.1.2 Hemicelulose

O teor de hemicelulose foi calculada pela equacéo 2:

Hemicelulose (% ™/,) = (G’BB;’D 93) x (C,— Cy) x (V/y) x (100) Eq.2

Onde 0,88 = coeficiente que resulta da relacdo entre peso molecular do
polimero e do mondmero; 0,93 = rendimento da sacarificacdo; C1 = concentracao de
glicose (g/L); C2 = concentracdo de acgucares redutores (g/L); v = volume total da

solucéo de agucar (L) e m = peso da amostra seca (g).

3.5.1.3 Lignina

O teor de lignina foi calculado pela equagéo 3:
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Lignina (% ™/,) = (wl _wfﬁm) x (100) Eq.3

Onde W1= Residuo seco da filtragem (g); W2= Peso do residuo apdés

calcinacéo (g) e m = peso da amostra seca (g).

3.5.2 Hidroélise

Com as amostras de hidrolisado coletas no processo de hidrdlise foram feitas
as analises de glicose e agucares redutores.

3.5.2.1 Método enzimatico de glicose oxidase (C1)

Para determinacédo de glicose foram adicionados 10 pyL de amostra em tubos
eppendorff de 2 mL, em seguida adicionado 1 mL de reagente GOD (Kit enzimatica
AA Wierner Lab.) aos tubos e homogeneizados. Os tubos foram colocados em
banho-maria a 37 °C durante 15 minutos e logo apés, adicionado 1 mL de &gua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotometro em comprimento de onda de
505 nm (A = 505 nm).

3.5.2.2 Método para determinar a concentracédo de agucares redutores

totais (C2)

Foram retirados 100 pL de amostra da fracdo liquida que foi separada
anteriormente e colocados em tubos eppendorff de 2 mL. Em seguida foram
adicionados 300 pL de solucdo DNS aos tubos e homogeneizados. Em banho-maria
fervente foram colocados os tubos durante 5 minutos e depois de retirados, foram
resfriados em banho de gelo e acrescentados aos tubos 1 mL de agua destilada. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm (A =
540 nm).
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3.5.3 Fermentacéao

3.5.3.1 Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (HPLC)

Das amostras coletadas no processo de fermentacéo foram retirados 500 pL
e diluidas em balBes volumétricos de 5 mL com agua ultra pura. As diluicbes foram
filtradas com o auxilio do filtro SEP PAK C18 e transferidas para vials devidamente

identificados.

A analise cromatogréfica foi realizada em cromatografo SHIMADZU equipado
com detector de indice de refracdo. A fase mdvel utilizada foi H2SO4 5nM (filtrada
com membrana de éster de celulose 0,45 um), fluxo 0,6 mL/min, volume de injecao

de 20 uL, temperatura do forno de 45°C.

As analises de cromatografia foram realizadas na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul — UFRGS, no laboratério de Quimica analitica Ambiental.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacao das biomassas

Devemos conhecer detalhadamente a biomassa a ser utilizada em um
processo, pois sao essas caracteristicas que irdo fornecer informag¢des importantes
para determinar o tipo de processo e métodos a ser utilizado, além de detectar
variabilidade em determinado tipo de matéria-prima, para possibilitar a otimizacdo do
processo e para calcular os custos de producdo, entre outras vantagens.
(OLIVEIRA, 2013).

Os resultados de composi¢cdo quimica das biomassas in natura analisadas
sdo apresentados na Tabela 4. Em percentagem a quantidade de celulose e
hemicelulose € semelhante. Para o arundo e casca de arroz, a fracdo de
hemicelulose foi superior a de celulose, 0 que mostra que pode ser interessante
utilizar essa fracdo para producdo de etanol, jA que em sua composicdo ha uma
grande quantidade de acUcares. Para a maioria das espécies a fracdo de celulose é

maior que a de hemicelulose.

Tabela 4: Composi¢do quimica das biomassas in natura de arundo, palha e casca de arroz.

CELULOSE (%) HEMICELULOSE (%)  LIGNINA (%)

Arundo 32,3 41 52 20,89
Casca de Arroz 30,36 31,17 21,20
Palha de Arroz 36,98 36,87 13,34

No estudo realizado por HICKERT (2010) foi encontrado 34% celulose, 13%
hemicelulose e 20% lignina para a casca de arroz. ROBERTO et al. (2003)
encontrou para palha de arroz valor de celulose maior que encontrado neste
trabalho, sendo 43% de celulose, 22% hemicelulose e 17% lignina, enquanto que

neste foi encontrado 36,98%, 36,87% e 13,34% respectivamente.
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J& no trabalho realizado por LEMONS e SILVA et al. (2015) a composi¢ao
quimica para o arundo foi de 31,10% celulose, 35,27% hemicelulose e 18,5% de
lignina. Apesar dos valores encontrados para fracdo celulosica e lignina serem
préoximos, a hemicelulose neste trabalho foi maior do que encontrado por Lemons e
Silva et al. Essas diferengas de valores podem ocorrer devido a variabilidade natural
de composicdo quimica das matérias-primas ou época de colheita, ou seja, pode
estar associado a origem da biomassa ou até mesmo o método de analise utilizado
(CARMO, 2013).

Para as biomassas pré-tratadas, os valores de celulose, hemicelulose e
lignina, estdo representados na tabela 5. Podemos observar que a quantidade de
celulose para as trés biomassa aumentou em relagdo as biomassas in natura e a de
hemicelulose e lignina diminuiram. Isto indica uma grande solubilizacdo da fracéo
hemiceluldsica e de lignina, o que é desejavel, j& que neste estudo o objetivo é a
producéo de etanol de segunda geracao através da fracao celulésica.

Tabela 5: Composicdo quimica das biomassas pré-tratadas de arundo, palha e casca de arroz.

CELULOSE (%) HEMICELULOSE (%) LIGNINA (%)

Arundo 69,48 15,55 10,17
Casca de Arroz 62,43 22,70 14,79
Palha de Arroz 78,42 16,08 5,32

A fracdo de hemicelulose se torna mais suscetivel a hidrélise no pré-
tratamento &cido por apresentar carater relativamente amorfo e grau de
polimerizacao inferior ao da celulose. Além disso, o pré-tratamento acido diluido tem
a vantagem de ndo apenas solubilizar a hemicelulose, mas também de converté-la
em acucares fermentaveis de baixo peso molecular, o que elimina ou reduz a
necessidade de se utilizar a enzima hemicelulase nos complexos enzimaticos
durante a etapa de hidrélise enzimatica (SANTOS, 2009).

Como as fracdes de hemicelulose e lignina diminuiram isso pode refletir em
uma melhora na conversado enzimatica da celulose dessas biomassas, ja que essas
fragbes formam uma camada protetora ao redor da celulose, reduzindo assim a

eficiéncia do ataque enzimatico.
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4. 2Hidrolise enzimatica

7

Na hidrélise enzimética a celulose € quebrada por enzimas chamadas
genericamente de celulases. Essas enzimas realizam a quebra das ligagbes

guimicas existente na celulose resultando em moléculas de glicose. (FRADE, 2011).

Na figura 10 esta representado a formacao de acucares na hidrolise de cada
biomassa ao longo do tempo. Podemos notar que houve um aumento da
concentracéo de glicose com o decorrer do tempo, passando de 28,5 mg/mL (palha),
22,4 mg/mL (casca) e 19,5 mg/mL (arundo) com 6 horas de processo para 60,5
mg/mL, 29,3 mg/mL e 31,7 mg/mL respectivamente no final do processo com 48
horas. Porém podemos notar que entre 24 e 48 horas 0 aumento na concentracao
de glicose foi quase que constante para o arundo e palha de arroz. Isso ocorre
devido ao fato de que a quantidade de substrato disponivel para enzima diminuiu,
fazendo com que ocorra a diminui¢cao da taxa de producado de acucar (glicose). Esse
comportamento também foi verificado no estudo realizado por WANDERLEY (2012),
que utilizou o bagaco da cana-de-acUcar para as analises obtendo em 48 horas de
hidrolise o pico maximo de concentracdo de glicose, ap0s esse tempo a

concentracao se manteve praticamente constante.
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Figura 10: Concentracdes de glicose para as diferentes biomassas analisadas em relagdo ao tempo
de hidrdlise enzimatica.
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As concentracdes de acUcares redutores totais obtidas na hidrolise das
biomassas de arundo, palha e casca de arroz estdo representadas na figura 11.
Observa-se que conforme o tempo de hidrélise aumenta, as concentracdes destes
acucares também aumentam. Em 6 horas de hidrélise a concentracédo de acucares
foi de 44,8 mg/mL para palha, 26,1 mg/mL para casca de arroz e 19,9 mg/mL para o
arundo, j& em 48 horas a concentragdo foi de 84,46 mg/mL, 37,1 mg/mL e 47,7

mg/mL respectivamente.
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Figura 11: Concentra¢Bes de agUcares redutores das diferentes biomassas analisadas em relagédo ao
tempo de hidrélise enzimética.

Verificamos ainda que entre as trés biomassas analisadas, tanto para
acucares redutores totais quanto para glicose, a biomassa que mais liberou acucar
no hidrolisado foi a palha de arroz, chegando ser o dobro das concentracfes dos
acucares encontrados nas outras biomassas. Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato de que a palha apresentou maior percentagem de celulose na composigcéo
guimica da biomassa pré-tratada comparada ao arundo e a casca de arroz, cerca de
78%. A palha de arroz pré-tratada também apresentou uma menor quantidade de
lignina (5%), o que é desejavel, visto que a fragdo de lignina € considerada como
uma barreira fisica a acdo das celulases (enzimas responsaveis pela quebra da
celulose) (FERREIRA, 2010). As enzimas adsorvem irreversivelmente a superficie
da lignina permitindo apenas que pequenas quantidades destas enzimas sejam

adsorvidas na celulose.
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4.3 Fermentacao

No processo de fermentacdo, apdés a hidrolise (processo SHF), as
concentracbes encontradas de glicose, xilose e etanol estdo apresentados nas
figuras 12 , 13 e 14 para arundo, palha e casca de arroz, respectivamente.
Observamos que tanto para o arundo quanto para palha e casca de arroz conforme
a concentracdo de etanol aumenta, a de glicose diminui. ISso ocorre porque a

levedura fermenta a glicose transformando em alcool.

A vantagem de se usar o método SHF é que as temperaturas da hidrolise
enzimatica e da fermentacdo podem ser otimizadas. Assim, conseguimos obter
maiores desempenho tanto da enzima quanto da levedura (SANTOS, 2010). As
celulases comumente apresentam maior atividade catalitica em temperatura acima

de 50°C, bem acima da temperatura ideal para a etapa fermentativa (MAEDA, 2010).

Na figura 12 podemos observar que no inicio do processo fermentativo
tinhamos uma grande concentracdo de glicose e uma baixa producéo de etanol. A
maéaxima producado de etanol ocorreu no tempo de 19 horas, onde a concentragédo de
aclUcar era praticamente nula. Caso 0 processo ocorresse por mais tempo, nao
aumentaria a producdo de etanol visto que ndo teriamos mais glicose para ser

fermentada (no grafico podemos observar este comportamento entre 19 e 24 horas).
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Figura 12: Concentracao de glicose, xilose e etanol para biomassa de arundo durante o processo
fermentativo.
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O trabalho realizado por LEMONS E SILVA (2015) que analisa a producgéo de
etanol de segunda geracdo a partir da biomassa de arundo usando o método de
SSF, o comportamento foi semelhante ao encontrado neste trabalho, porém a
producdo maxima de etanol analisada ocorreu no periodo de 80 horas. Essa
diferenca de resultados pode ser devido ao método utilizado diferente (SHF e SSF).
A vantagem do método SSF é que a formacdo de inibidores é minimizada, j4 que
todo o aclcar originado é simultaneamente consumido pelos microrganismos
fermentativos (CARMO, 2013). Segundo MAEDA (2010), a remocao dos produtos de
inibicdo da hidrolises enzimatica e ainda provavelmente a mais importante razao
para o uso do processo SSF, possibilitando maiores rendimentos na producao de

etanol.

Observa-se que em 19 horas de processo quando a concentracao de etanol
era de 7,76 mg/mL, a de glicose era praticamente nula para casca de arroz (Figura
14), e apls esse tempo a concentracdo de etanol comeca a decair. No momento
gue toda a glicose é consumida, a eficiéncia de atuacdo da levedura diminui e a
producdo de etanol estabiliza. Com o passar do tempo, a taxa de fermentacéo
diminui, e a levedura néo tendo mais glicose para consumir, comec¢a a consumir o

etanol para manter sua sobrevivéncia.

O tempo de maior producéo de etanol pode ser considerado baixo, bem como
a concentracdo de etanol, comparado aos dados da literatura, porém estas
concentracfes foram obtidos a partir do hidrolisado, e uma parte dos aglcares pode

ter sido perdida no processo de lavagem apds o pré-tratamento.
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Figura 14: Concentracéo de glicose, xilose e etanol para biomassa de casca de arroz durante o
processo fermentativo.

Podemos notar que a concentracdo de xilose no processo, para ambas as
biomassas, néo teve alteracdes significativas. Segundo o autor SANTOS (2010) isso
ocorre porque a levedura S. cerevisiae ndo é capaz de fermentar este acgucar, ao
contrario da glicose que é facilmente fermentavel por essa levedura. Além disso, o
pré-tratamento acido, seguido de pré-tratamento alcalino visa retirar a fracdo
hemicelulosica e a lignina, portanto, a baixa concentracdo de pentoses ja era
esperada.
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4.4 Rendimento tedrico

O rendimento tedrico foi calculado a partir da concentragdo de etanol obtida
na etapa de fermentagdo, o volume final do hidrolisado e a quantidade de biomassa
utilizada no inicio do processo. Para as biomassas de arundo, palha e casca de
arroz encontramos um rendimento tedérico de 51,20 L/ton, 134,13 L/ton e 24,72 L/ton
respectivamente (tabela 6). Observa-se que entre as biomassas analisada a palha
de arroz apresentou maior rendimento em litros por tonelada, chegando a ser
superior 61,82% em relacdo ao arundo e 81,57% em relacdo a casca. Porém,
considerando a estimativa de rendimento de biomassa por area, verifica-se que o
rendimento de etanol por hectare de arundo é bem superior ao de arroz. Estes
dados nos permite inferir o potencial destas biomassas para producéo de etanol de

segunda geracéo.

Tabela 6: Estimativa e rendimento teérico de etanol.

Estimativa Rendimento Estimativa
Rendimento da tedrico de Rendimento
biomassa (t/ha) etanol etanol
(L/t) (L/ha)
Arundo 50t 51,20 2560
Casca de arroz 22 24,72 49,44
Palha de arroz 42 134,13 536,52

1 Angelini et al. (2009); 2 Inventario Energético de Residuos Rurais (2014).

Esse valor elevado de rendimento em litros por tonelada para a palha pode
ser explicado pela composicdo quimica desta biomassa. A palha de arroz
apresentou uma maior quantidade de celulose, fracdo esta que é quebrada para a
formacéo da glicose e depois de fermentada para producéo do alcool, diferente da
casca que apresentou uma menor quantidade de celulose e consequentemente uma

menor concentracdo de agucares fermentaveis.

A utilizacdo de residuos da lavoura como palha e casca de arroz como fonte
de energia € uma vantagem, principalmente em relacdo a utilizacdo da casca, que

tem sido um problema ambiental sério na nossa regido. Uma opcao pode ser a
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utilizacdo conjunta da palha e casca, para aumentar o rendimento do processo
fermentativo. Quanto a biomassa de arundo para producdo de etanol de segunda
geracdo, devemos considerar que esta € uma planta que ocorre de forma
espontanea na nossa regido, ndo compete com plantas de lavoura e também

apresenta um alto rendimento de biomassa por hectare.



5. CONCLUSAO

A caracterizacdo da biomassa é de fundamental importancia para avaliacdo
do potencial de utilizacdo dessas matérias-primas para a producdo de etanol de
segunda geracdo, principalmente para definicAo da fracdo (celulose e/ou

hemicelulose) que sera utilizada no processo.

Nas condicdes estudadas, usando somente a fragdo celuldsica, a biomassa
palha de arroz apresentou maior concentracdo de agucares e consequentemente
alto rendimento de etanol por massa, ja o arundo, apresenta potencial em funcéo da

elevada produtividade de biomassa por area.

A utilizacdo de biomassas para producao de etanol foi demonstrado e pode
ser otimizado aplicando outras condicbes de pré-tratamento, hidrélise e

fermentacao, para que assim sejam atingidos rendimentos ainda mais elevados.
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