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RESUMO

SANTOS, Fernando Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Avaliacao do pré-tratamento hidrotérmico de palhas de cana-de-acucar
para producao de etanol de segunda geracao. Orientador: José Humberto de
Queiroz. Coorientadores: Jorge Luiz Colodette e Sarita Candida Rabelo.

Com o impeto de substituir os combustiveis fosseis, pelo menos parcialmente,
surgiu nas ultimas décadas o interesse por fontes alternativas de energia. Neste
contexto, considerando o0 crescente desenvolvimento alcangado pelo setor
sucroenergético brasileiro, a palha de cana-de-acucar vem ganhando cada vez mais
destaque como matéria-prima para produgdo de biocombustiveis. Devido a estreita
associagao recalcitrante entre os trés componentes poliméricos da palha de cana
(celulose, hemicelulose e lignina), a liberacdo dos monossacarideos como fonte de
acucares fermentesciveis para producdo de etanol estd entre as prioridades nas
areas de pesquisa e desenvolvimento do etanol celuldsico. O objetivo do presente
trabalho foi caracterizar quimicamente a palha de cana-de-agucar em diferentes
estados do Brasil e otimizar a etapa de pré-tratamento hidrotérmico visando a
producédo de etanol celuldsico, através do planejamento experimental. A palha de
cana-de-agucar cultivar RB867515 foi colhida logo ap6s a colheita mecanizada nos
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana Alagoas e Mato Grosso. A palha foi
submetida ao processo de secagem, sendo posteriormente moida para analises da
sua composicao quimica, tais como: teor de celulose, hemiceluloses, lignina total,
extrativos totais, cinzas e minerais. O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado de
acordo com o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com o objetivo
de avaliar a influéncia do tempo (min), da temperatura (°C) e da relagdo palha/agua
(%) na liberacao de glicose apds a hidrélise enzimatica. A hidrélise enzimatica foi
conduzida a 50 °C utilizando celulases na concentracédo de 15 FPU (filter paper unit)
por grama de palha pré-tratada e foi acompanhada por 72 horas. Os resultados da
caracterizagdo quimica mostraram que as condi¢cées edafoclimaticas dos estados
avaliados pouco influenciam na composicao quimica da palha. O pré-tratamento
hidrotérmico mostrou-se bastante eficiente na remocao das hemiceluloses, além de

fornecer substratos de alta susceptibilidade a hidrélise enzimatica. Pré-tratamentos
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hidrotérmicos com temperaturas de 190 e 210 °C proporcionaram maior rendimento
de hidrélise da celulose, chegando a valores proximos de 100%, mostrando a sua
eficiéncia sobre a recalcitrancia da palha de cana-de-agucar e seu potencial na

producgéo de etanol celulésico.
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ABSTRACT

SANTOS, Fernando Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2013.
Evaluation of hydrothermal pretreatment of sugar cane straw aiming second
generation ethanol production. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-advisers:
Jorge Luiz Colodette and Sarita Candida Rabelo.

With the objective of replacing fossil fuels, at least partially, in recent decades
the interest in alternative energy sources has increased. In this context, considering
the increasing development of the Brazilian sugarcane industry, sugarcane straw has
been gaining increasing prominence as a feedstock for biofuel production. Given the
close recalcitrant association between the three polymeric components of sugarcane
straw (cellulose, hemicellulose and lignin), the release of monosaccharides as a
source of fermentable sugars for ethanol production is one of the priorities in the field
of cellulosic ethanol research and development. The objective of the present study
was to chemically characterize sugarcane straw from different regions of Brazil and
optimize a hydrothermal pretreatment step for the production of cellulosic ethanol, via
an experimental design. Sugarcane straw of the cultivar RB867515 was collected
soon after harvest in the states of Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Alagoas and
Mato Grosso. The straw was subjected to drying and further milled for analysis of its
chemical composition, including contents of cellulose, hemicellulose, total lignin, total
extractives, ash, and minerals. Hydrothermal pretreatment was conducted based on
a Central Composite Rotational Design (CCRD), with the objective of evaluating the
influence of time (min), temperature (°C) and the straw/water ratio (%) on the release
of glicose after enzymatic hydrolysis. Enzymatic hydrolysis was conducted at 50 °C
using cellulase at a concentration of 15 FPU (filter paper unit) per gram of pretreated
straw and was monitored for 72 hours. The results of chemical characterization
indicated that the soil and climatic conditions of the regions assessed had little
influence on the chemical composition of the straw. The hydrothermal pretreatment
proved to be very efficient in the removal of hemicellulose and provides substrates of
high susceptibility to enzymatic hydrolysis. Hydrothermal pretreatments at
temperatures of 190 and 210 °C resulted in greater cellulose hydrolysis yields,
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reaching values close to 100%, indicating its efficiency for breaking down sugarcane
straw and its potential for the production of cellulosic ethanol.
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1. INTRODUCAO

A iminente escassez de petréleo, principal fonte energética mundial,
juntamente com as preocupacbes da sociedade com o0s niveis de degradacao
ambiental, s&do os principais motivos que levaram o0s governos a buscarem
estratégias para uma maior produgcédo e maior consumo de combustiveis que sejam
renovaveis e sustentaveis (CORTEZ et al. 2010; KHESHGI et al., 2000).

Um dos principais objetivos do uso dos biocombustiveis € a substituicdo de
combustiveis fosseis, permitindo a diminuicdo da dependéncia por recursos nao
renovaveis e a redugcdo das emissdes de gases de efeito estufa. A queima de
combustiveis fosseis representa aproximadamente 82% das emissdes dos gases
causadores do efeito estufa (LAL, 2004). Portanto, seja pela questdao ambiental
global, seja pela importancia em reduzir a dependéncia externa de energia, o etanol
de cana-de-agucar, que ja apresenta indicadores ambientais muito positivos quando
comparado a outras opcoes, representa uma grande oportunidade (CORTEZ et al.,
2010).

O etanol obtido do caldo de cana-de-agucar (etanol de primeira geracao) é até
0 momento, 0 unico combustivel com capacidade de atender a crescente demanda
mundial por energia renovavel de baixo custo e de baixo poder poluente. Diversas
universidades e centros de pesquisas apresentam programas de pesquisas
cientificas tentando entender a melhor maneira de aproveitar todos os componentes
quimicos presentes na cana-de-acucar (celulose, hemicelulose e lignina), para
producéo de etanol combustivel (etanol de segunda geracao).

Entre os diferentes tipos de biomassas, a palha de cana-de-agucar se destaca
como fonte energética. A palha apresenta grande potencial para geracao de calor,
eletricidade e para producao de etanol celuldsico. O aproveitamento da palha devera
ocupar um lugar de destaque, como matéria-prima para a producdo de etanol
combustivel. Segundo Ripoli et al., (2010) uma tonelada de palha equivale a algo
entre 1,2 a 2,8 EBP (equivalentes barris de petréleo). Consequentemente, a nao
utilizacdo dessa biomassa significa desperdicio energético.

A tecnologia de conversdo da biomassa lignocelulésica em agucares
fermentesciveis para a producao de etanol celulésico vem sendo considerada como

uma alternativa promissora para aumentar a producdo necessaria para atender a



demanda mundial de etanol. Apesar de ja existirem tecnologias disponiveis, a
maioria esbarra em dificuldades técnicas ou econémicas. O processo envolve quatro
etapas: (i) pré-tratamento, para romper a estrutura recalcitrante da biomassa
lignocelulésica; (i) hidrolise enzimatica, para hidrolisar os polissacarideos em
acucares fermentesciveis; (iii) fermentacao, para converter os acucares em etanol e
(iv) destilacdo, que visa a separacao de componentes de uma mistura, de acordo
com a volatilidade relativa dos componentes.

Efetivamente, devido a natureza recalcitrante da biomassa, a hidrolise
enzimatica € muito lenta, e é dificil atingir elevados rendimentos em acucar se a
biomassa nao for previamente pré-tratada. O pré-tratamento é provavelmente a
etapa mais crucial, uma vez que tem forte impacto em todas as outras etapas do
processo, por exemplo, na hidrélise enzimatica e na fermentacdo, em termos de
digestibilidade da celulose e toxicidade da fermentacdo. O pré-tratamento tem por
finalidade alterar ou remover a lignina e as hemiceluloses, aumentar a area
superficial e diminuir o grau de polimerizagdo e cristalinidade da celulose, o que
acarreta em aumento na digestibilidade do complexo enzimatico e,
consequentemente em elevados rendimentos em agucar (SANTOS et al., 2012).

Varios métodos de pré-tratamentos tém sido propostos e desenvolvidos.
Esses métodos podem ser classificados de diferentes formas: pré-tratamentos
fisicos, quimicos, biologicos ou uma combinagdo destes no intuito de reduzir a
recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. Cada método de pré-tratamento tem suas
vantagens e desvantagens. No entanto, o pré-tratamento hidrotérmico tem chamado
atencao, por néo fazer uso de reagentes quimicos, que € interessante do ponto de
vista ambiental e econémico, por ndo ter necessidade de trabalhar com reatores
altamente resistentes a corrosdo e por hidrolisar grande parte da fragdo
hemicelulésica (GARROTE et al., 1999).

Um progresso substancial tem sido alcangado na conversao da biomassa em
etanol celulésico, principalmente no campo da pesquisa. No entanto, para que
ocorra a transigdo para uma tecnologia industrial, serdo necessarios mais estudos e
investimentos em pesquisas com objetivo de conseguir um maior e melhor
entendimento dos fenbmenos envolvidos na conversdo da biomassa o que devera

acontecer em breve.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi estudar o potencial da palha de cana-de-
acucar do cultivar RB867515 de diferentes estados do Brasil para produgéo de

etanol celulésico.

2.2. Objetivos especificos

% Coletar e caracterizar quimicamente as palhas de cana-de-aglcar em
diferentes estados do Brasil: S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Alagoas e
Mato Grosso.

% Avaliar entre a palha de cana-de-aglcar de diferentes estados do Brasil

guanto ao seu potencial para producao de etanol celulésico.

% Desenvolver um processo de pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-
de-acucar visando a producao de etanol celulésico, através do planejamento

experimental.

% Determinar a melhor condicdo de hidrélise enzimatica para maximizar a
sacarificagdo da celulose da palha de cana-de-agcucar em diferentes

condicOes de pré-tratamento, utilizando enzimas comerciais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomassa lignoceluldsica

Devido as constantes crises no fornecimento de petrdleo, bem como a
possibilidade de sua escassez, a instabilidade dos precos e, principalmente, aos
efeitos negativos ao meio ambiente, aumentou nos ultimos anos o interesse por
fontes alternativas de energia, que incluem a biomassa lignocelulésica, energia
solar, edlica, hidrelétrica, geotérmica etc. Dentre essas fontes alternativas, a
biomassa lignocelulésica tem se mostrado como alternativa viavel, sustentavel e
racional em substituicdo aos combustiveis fésseis, em especial pelo seu potencial de
produzir combustiveis sélidos, liquidos, energia elétrica, biogas, bio-6leo e produtos
quimicos diversos (SANTOS et al., 2013). Por esse motivo, a maioria dos paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, como o Brasil, estdo mobilizando grandes
investimentos para que a biomassa lignocelul6sica tenha participagédo significativa
na matriz energética, especialmente, na obtencdo de combustiveis que sejam
renovaveis e sustentaveis.

Em geral, a biomassa lignocelulésica € definida como um recurso natural
renovavel de producdo energética e que pode ser processada para fornecer formas
bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final. Em termos
energéticos é toda e qualquer forma de energia associada a formas de energia
quimica acumulada mediante processos fotossintéticos (BNDES, 2008).

Como resultado da reacdao de fotossintese, a biomassa depende
essencialmente da energia solar, da agua e do diéxido de carbono (CO,). Nessas

condicdes, as regides tropicais e subtropicais sao privilegiadas, em razdo da maior
disponibilidade tanto de energia solar como também de terras agricultaveis e de
agua (MATSUOKA et al., 2012). Essas condicoes sao perfeitamente atendidas pelo
Brasil, que ainda apresenta a vantagem de possuir 27% de terras araveis em
potencial do mundo (CONWAY, 2003).

A biomassa pode ser obtida de vegetais ndo lenhosos, de vegetais lenhosos,
residuos organicos, como também dos biofluidos (Figura 1) (CORTEZ et al., 2008).



Os produtos obtidos dependem tanto da biomassa utilizada quanto da tecnologia de

processamento.
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Figura 1. Fontes de biomassa.
Fonte: Adaptado de Cortez et al., (2008).

Dentre as fontes de biomassa, destacam-se as florestas, especialmente o
eucalipto, a cana-de-agucar e o capim-elefante, plantas que se desenvolvem bem
nos trépicos e subtrdpicos, por apresentarem alta eficiéncia fotossintética por
possuirem metabolismo fotossintético C4. A alta taxa de acumulagcédo de biomassa se
deve a intensa atividade fotossintética, e ao longo periodo vegetativo (SANTOS et
al., 2012).

No contexto da producdo de combustiveis liquidos, atualmente, diversos
paises consideram o uso da biomassa para producao de etanol combustivel, uma
alternativa promissora capaz de alavancar o desenvolvimento econbémico e,
sobretudo, por contribuir significativamente com a reduc¢ao dos gases causadores do
efeito estufa (GEE). As emissdes de GEE proveniente da queima de combustiveis
de biomassa sdo 75% menores quando comparadas as emissdes da gasolina,
sendo ainda que todo o CO, produzido é reabsorvido pela biomassa nos plantios
subsequentes (SANTOS et al., 2012; IPCC, 2007).

O Brasil tem uma das matrizes energéticas mais limpas do planeta gracas a
sua agricultura. Além de produzir alimentos, a agricultura brasileira € lider na
geragado de energia renovavel. Ela representa mais de 30% da matriz energética
brasileira, o equivalente a 68,3 milhdes de toneladas equivalentes de petréleo (TED),

superada apenas pelo petrdleo e seus derivados. Por ordem de importancia,



contribuem com a parte renovavel da matriz brasileira: cana-de-agucar (etanol e
bioeletricidade), hidroelétricas, florestas energéticas para lenha e carvao, 6leos
vegetais no biodiesel, residuos agricolas e outras (MIRANDA, 2013).

Para que esse crescimento na expansdo continue e melhore o uso da
biomassa no Brasil, é preciso que, além do avango tecnolégico, sejam
desenvolvidos modelos de gestdo que garantam a sustentabilidade técnica,

econdmica e ambiental dessa fonte energética (CORTE et al., 2008).

3.1.1. Organizacao estrutural da biomassa lignocelulésica

Os principais componentes quimicos da biomassa lignocelulésica sdo a
celulose, hemicelulose e lignina, além de pequena quantidade de cinzas, extrativos,
proteinas, amido e outros (Figura 2). A concentragdo de cada um desses
componentes depende do tipo de biomassa, tipo de tecido, da idade da planta e das
condigdes de crescimento (Tabela 1) (FENGEL e WEGENER, 1989).
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Figura 2. Principais componentes quimicos da biomassa lignoceluldsica.
Fonte: Fengel e Wegener, (1989).



Tabela 1. Composicao quimica de diferentes tipos de biomassa lignocelulésica.

Ligﬁ:)ocrza slcs’:ica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Fonte: Gomez et al., (2010).
3.1.1.1. Celulose

A celulose € o polimero natural de maior ocorréncia no mundo e um dos
principais constituintes da parede celular dos vegetais (Figura 3). Ela fornece
resisténcia e rigidez, impedindo que a célula inche, com consequente ruptura da
membrana plasmatica, quando as condicdes osméticas favorecem a entrada
excessiva da agua na célula (LEHNINGER, 2006). E um polimero linear (ndo
ramificado), sua estrutura pode ser classificada em trés niveis organizacionais. O
primeiro € definido pela sequéncia de residuos B-D- glicopiranosidicos unidos por
ligacbes covalentes, formando o homopolimero de anidroglicose com ligagdes [3-
(1—4) glicosidicas, de férmula geral (CgH100s5)n. O segundo nivel descreve a
conformacdo molecular, isto €, a organizacdo espacial das unidades repetitivas, e é
caracterizado pelas distancias das ligacoes e respectivos angulos, bem como pelas
ligacbes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a associagdo das



moléculas, formando-se agregados com determinada estrutura cristalina. Esses
agregados conferem elevada resisténcia a tensao, tornando a celulose insoluvel em

agua e em grande numero de outros solventes (ATALLA et al., 1993).
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Figura 3. Representacao esquematica da molécula de celulose.
Fonte: Santos et al., (2012).

3.1.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos complexos com cadeias
menores que as da celulose compostos por D-glicose, D-galactose, D-manose, D-
xilose, L-arabinose, acido D-glucurdnico e acido 4-O-metil-glucurdnico (Figura 4). A
sua composigdo quimica varia de acordo com os vegetais, o tipo de tecido, o
estagio, as condicoes de crescimento e os locais de armazenamento (TELEMAN,
2009). Tanto xilanas quanto mananas sdo encontradas em coniferas e folhosas,
mas o tipo e a proporgéo diferem significativamente entre elas. Nas coniferas, os
principais constituintes sdo glicomananas (10-15%), arabinoglicouronoxilanas (7-
15%) e galactoglicomananas (5-8%), enquanto em folhosas sdo glicouronoxilanas
(15-35%) e glicomananas (2-5%) (SJOSTROM, 1999). J4 em gramineas e cereais,
arabino xilanas tém sido encontrados como hemiceluloses dominantes da parede
celular dos tecidos de sustentacdo (EBRINGEROVA et al., 2005).

A estrutura das hemiceluloses apresenta ramificagbes que interagem
facilmente com a celulose, dando a estabilidade e flexibilidade ao agregado
(RAMOS, 2003). Comparadas com a celulose, elas apresentam maior
susceptibilidade a hidrélise acida, pois oferecem maior acessibilidade aos acidos
minerais comumente utilizados como catalisadores. Essa reatividade é usualmente
atribuida ao carater amorfo desses polissacarideos (FENGEL e WEGENER, 1989).
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Figura 4. Representacao esquematica das hemiceluloses.
Fonte: Santos et al., (2012).

3.1.1.3. Lignina

A lignina, depois da celulose, € a macromolécula mais abundante dentre as
biomassas lignocelulésica (Figura 5). O objetivo principal da lignina é dar a planta
apoio estrutural, impermeabilidade, resisténcia contra o ataque microbiano e o
estresse oxidativo (FENGEL e WEGENER, 1989). E um heteropolimero amorfo e
polifendlico derivado da polimerizagdo de trés estruturas fenilpropandides: alcool p-

cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico.

OH OH OH
= =
OCH3; CH30 OCH3j3
OH OH
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p-cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 5. Precursores primarios da lignina.

O processo de biossintese da lignina consiste essencialmente de reacdes de
acoplamento radicalar, as vezes seguida pela adicdo de agua ou grupos hidroxilas
aos intermediarios quinonas metideo, levando a formagédo de um polimero complexo
e tridimensional (Figura 6) (BOERJAN et al., 2003; SARKANEN et al., 1971).



CH,OH GHOH __——0
+o CH HC GH:OH
Heo CHOH HC GH
L C
o
H,0H
GH.0H HsCO OCH; HE 2 Hz(l:/ \(I:H2
HG——0 OH ocH,  HE CH
c=0 He———— 0—CH CHOH
GH,OH ° t
HG
HOH
HyCO' GH20H H;CO OCH; GHZOH H;CO OCHj OCH3
0—¢H CH,OH o—— 0 OH
0

HOH
’ H3CO
"
HCO OCH, o—

OH

H
OCH,
H HyCO OCH; GHZOH
o H
) T
GH2OH GHOH HOH,c— 8 —ch HOH
OCH; HG CH c\)
o H H
Ho OCH;3
o
H3CO H3CO' OCHy
. "

Cco
o
e
OH (] Hy

H CH,
\o/
HyCO OCH,

OH

Figura 6. Representacao esquematica da lignina de eucalipto.
Fonte: Santos et al., (2012).

A estrutura da lignina ndo é homogénea e nela ha regibes amorfas e
estruturas globulares. Além do conteudo de lignina variar entre coniferas, folhosas e
gramineas, a distribuicdo das unidades H (p-hidroxifenila), G (guaiacila) e S
(siringila) também variam. Em folhosas, as ligninas consistem de unidades de G e S,
bem como alguns tracos de H, enquanto as coniferas sdo principalmente compostas
de unidades G. No entanto, as gramineas incorporam maiores quantidades de
unidades H (HENRIKSSON, 2009).

No processo de hidrdlise enzimatica, a lignina atua como uma barreira fisica
para as enzimas que podem ser irreversivelmente capturadas pela lignina e,
consequentemente, influenciar a quantidade de enzima requerida para a hidrélise,
assim como dificultar a sua recuperacao ap6s a hidrélise. O entendimento da
distribuicdo da lignina e carboidratos da parede celular pode tornar os processos de
fracionamento e conversdo mais eficientes (SANTOS e COLODETTE, 2013).
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3.1.1.4. Extrativos e outros

Os extrativos sdo compostos organicos que sao depositados no lume das
células e em outros espacos vazios, tém baixo peso molecular e sdo sollveis em
agua, solventes organicos neutros, ou volatilizados (SJOSTROM, 1992). Podem ser
extraidas utilizando solventes polares e apolares. Os extrativos sao frequentemente
responsaveis por determinadas caracteristicas da planta, como a cor, o cheiro, a
resisténcia natural ao apodrecimento, o sabor e as propriedades abrasivas (D
ALMEIDA, 1998). Nos extrativos, podem ser encontrados os terpendides e
esteroides, gorduras, ceras e substancias fendlicas, incluindo estilbenos, lignanas,
taninos e flavonoides. Além dos extraiveis também sao encontrados na parede
celular os compostos inorganicos (cinzas), proteinas e substancias pécticas
(RAMOS, 2003). A soma destes componentes varia em cada espécie de material
lignocelulésico e representa aproximadamente 5-20% de todo o material (FENGEL e
WEGENER, 1989).

3.1.2. Recalcitrancia da biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fonte de carboidratos naturais do
mundo. A dificuldade de converter a biomassa lignocelulésica em combustivel
liquido é atribuida a sua recalcitrancia, pois sao constituidas de fibras de celulose
envolvidas em uma matriz amorfa de hemiceluloses e lignina. Essa matriz amorfa
age como uma barreira natural ao ataque de microrganismos e/ou enzimas tornando
esses materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos (FENGEL e WEGENER,
1989).

Assim como em toda célula vegetal, a parede celular da biomassa
lignocelulésica é composta principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina
(Figura 7). A reatividade da celulose € determinada tanto pelos grupos funcionais
presentes em sua estrutura como pelas interagdes fisico-quimicas existentes entre

as macromoléculas (celulose, hemicelulose e lignina).
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Figura 7. Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.
Fonte: Buckeridge et al., (2010).

As ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas conferem
resisténcia a celulose. Ja as interacdes intermoleculares entre hidroxilas séo
responsaveis pela formacao da fibra vegetal, em que de seis a oito moléculas de
celulose alinham-se paralelamente para formar uma microfibrila, eliminando as
moléculas de agua e tornando a fibra extremamente longa e resistente (Figura 8).
Sobre a superficie das microfibrilas, aderem-se as hemiceluloses que cobrem a
celulose, formando o chamado dominio celulose-hemicelulose da parede celular
(BUCKERIDGE et al., 2010).
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Figura 8. Ligacdes de hidrogénio supramolecular da celulose.
Fonte: Santos et al., (2012).

As hemiceluloses impedem que as moléculas de celulose de fibras paralelas
colapsem entre si, mas também permitem a interacao fraca entre uma fibra e outra,
formando uma rede. O dominio celulose-hemicelulose fica imerso em um dominio
formado por pectinas, ou seja, aglUcares altamente ramificados, que determinam a
porosidade da parede celular (BUCKERIDGE et al., 2008).

As ligagbes de hidrogénio inter e intramoleculares sdo responsaveis pela
manutencdo das regides cristalinas e tornam a celulose altamente resistente a
hidrélise acida, alcalina ou enzimatica. A formacao de ligacées de hidrogénio é o
principal fator que influencia as propriedades fisicas da celulose, como: solubilidade,
reatividade e cristalinidade. A interacdo entre os grupos hidroxila via ligacées de
hidrogénio entre as cadeias limita o acesso de agentes aos grupos funcionais da
cadeia, o que dificulta tanto sua solubilizagdo como reacoes.

A presenga de hemiceluloses e lignina envolvendo as cadeias de celulose
também dificulta o acesso de reagentes e catalisadores, sendo necessario
tratamento prévio para a remogdo desses componentes, facilitando o acesso do
complexo enzimatico a celulose. Diversos autores tém atribuido a recalcitrancia da

biomassa lignocelulésica, principalmente, a cristalinidade, ao grau de polimerizagéo
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e a baixa acessibilidade das enzimas celuloliticas ao substrato (BUCKERIDGE et al.,
2010; CHANG e HOLZAPPLE, 2000).

3.2. Setor sucroenergético brasileiro
3.2.1. A cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acucar, Saccharum spp., € uma planta pertencente a familia
Poaceae e a classe monocotiledénea. As principais espécies surgiram na Oceania
(Nova Guiné) e na Asia (india e China) e as variedades cultivadas no Brasil e no
mundo s&o hibridos multiespecificos. As principais caracteristicas dessa familia sdo
a inflorescéncia em forma de espiga, o crescimento do caule em colmos, as folhas
com laminas de silica em suas bordas e a bainha aberta. A planta na forma nativa é
perene, de habito ereto e levemente decumbente na fase inicial do desenvolvimento.
Nas fases seguintes, a cana-de-acucar sofre selecdo dos perfilhos por
autossombreamento. O crescimento em altura continua até a ocorréncia de alguma
limitagdo no suprimento de agua, de baixas temperaturas ou, ainda, devido ao
florescimento (DIOLA e SANTOS, 2012).

E uma planta de metabolismo C, e apresenta especificidades anatémicas,
fisioldgicas e bioquimicas tipicas. Ela possui alta taxa de fotossintese liquida, um
ponto elevado de saturagdo de luz e uma afinidade muito alta pelo gas carbénico.
De certa forma, mesmo a noite, a cana-de-agucar ainda prossegue sua sintese de
acucares. O enraizamento profundo e fasciculado da cana contribui com a
estruturagéo favoravel dos solos e a infiltracdo da agua, além de reduzir os riscos de
erosao. O recobrimento do solo ao longo de quase todo 0 ano pela biomassa verde
e, no periodo pés-colheita, pela palhada minimiza o impacto da radiacéo solar e da
energia cinética das gotas de chuva. Plantada em curvas de nivel, com devidos
cuidados de conservagdo dos solos e trabalho de gradagem/aragdo, a cana-de-
acucar minimiza os problemas de erosdo e perda de solos tanto quanto poucos
cultivos o fazem (MIRANDA, 2013).

A cana-de-acucar é constituida do colmo industrializavel, folhas verdes, folhas
secas e ponteiro (Figura 9). Em se tratando da composi¢cao quimica, a cana contém
sélidos insoluveis (fibra), soluveis (caldo) e &gua; estes, por sua vez, sao
constituidos de compostos organicos e inorganicos. A composicao da cana é muito
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variavel, dependendo de condi¢cbes edafoclimaticas da regiao, do sistema de cultivo,
do estadio de maturacao, da idade do cultivar, dentre outros fatores. A Figura 10

apresenta a composi¢dao quimica média da cana cultivada no Brasil.
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Figura 9. Partes constituintes da cana-de-acucar.
Fonte: Adaptado de Hassuani, (2005).
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O clima ideal para o cultivo da cana é aquele que apresenta duas estacdes
distintas: uma quente e umida, para proporcionar a germinagao, o perfilhamento e o
desenvolvimento vegetativo, seguida de outra fria e seca, para promover a
maturacao e o acumulo de sacarose nos colmos.

O ciclo completo da cana-de-acucar € variavel, dependendo do clima local, de
variedades e praticas culturais. No Brasil, o ciclo é, geralmente, de seis anos, dentro
do qual ocorrem cinco cortes, quatro tratos de soqueiras e uma reforma do canavial.
De forma geral, o primeiro corte € feito 12 ou 18 meses apds o plantio (dependendo
da variedade), quando se colhe a chamada cana-planta. Os demais cortes, quando
se colhe a cana-soca resultante da rebrota, s&o feitos uma vez por ano, ao longo
dos quatro anos consecutivos, com reducao gradual da produtividade, até que se
torne economicamente mais interessante reformar o canavial do que efetuar um
novo corte (MARGARIDO e SANTOS, 2012; BNDES, 2008).

O periodo da colheita da cana varia de acordo com o regime de chuvas, de
modo a tornar possiveis as operacdes de corte e transporte e para permitir alcangar
o melhor ponto de maturacdo e acumulacao de acucares. Na Regidao Centro-Sul do
Brasil, a colheita é de abril a dezembro, enquanto, na Regido Nordeste, é realizada
de agosto a abril. O sistema de colheita pode ser com a queima prévia do canavial e
posterior corte manual da cana inteira ou utilizando colheitadeiras. Com os recentes
acordos firmados entre governo e produtores, espera-se que nos proOximos anos
toda a cana seja colhida mecanicamente, sem a queima prévia do canavial (RIPOLI
e RIPOLI, 2012; BNDES 2008).

Apés a colheita a cana é transportada o mais rapido possivel para a unidade
produtora, a fim de evitar perdas de sacarose. A cana nao deve ser armazenada por
muito tempo e, independentemente do tipo de instalacdo, as usinas s6 operam
durante o periodo de safra, sendo as etapas iniciais do processamento para etanol

basicamente as mesmas empregadas para a producao de agucar.

3.2.2. Processo de producao de acucar e etanol

No Brasil, ha indicios de que o cultivo da cana seja anterior a época do
descobrimento, mas foi a partir do século XVI que a cultura proporcionou grandes
ganhos econémicos e sociais ao pais, principalmente para producao de acucar.
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Atualmente, o Brasil é o maior produtor de cana e agucar do mundo, ficando
em primeiro lugar na producgao de etanol de cana-de-acucar. A previsao para a safra
2012/13 é que sejam processadas cerca de 600 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, com geracao de aproximadamente 38 milhdes de toneladas de agucar e 24
bilhbes de litros de etanol, numa &area estimada em 8,6 milhdes de hectares
(CONAB, 2012).

Existem no pais 401 unidades produtoras de acgucar, etanol e mistas
cadastradas no Departamento da Cana-de-Agucar e Agroenergia do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2012). Do ponto de vista do perfil de
producdo, as usinas brasileiras podem ser classificadas em trés tipos de instalagoes:
(1) usinas (produtoras de acgucar), (2) usinas com destilarias anexas (que produzem
acucar e etanol) e (3) destilarias autbnomas (produtoras de etanol).

Geograficamente, as unidades produtoras de agucar e etanol situam-se junto
as regides produtoras de cana, a maior parte delas localizada no Estado de Séao
Paulo. Nesse estado, conjugaram-se, além das excelentes condicbes de solo e
clima, a existéncia de uma adequada infraestrutura de transportes, a proximidade
dos mercados consumidores e uma ativa base de desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico, fundamental para o processo de expansdo com incrementos de
produtividade observados nesse setor. Entretanto, nos ultimos anos, com a relativa
saturacdo das areas disponiveis nesse estado e a elevacao dos custos da terra, as
novas unidades de producao tém se instalado em areas anteriormente ocupadas por
pastagens e, em menor grau, por cultivos anuais na regiao do Triangulo Mineiro, Sul
de Goias e Sudeste de Mato Grosso do Sul (BNDES, 2008).

Os principais produtos do setor sucroenergético brasileiro sdo o agucar, que
abastece o mercado alimenticio, o etanol anidro, utilizados como combustivel
adicional a gasolina, e o etanol hidratado, que atende os veiculos flex, além de um
pequeno mercado de usos nao energéticos (SANTOS et al, 2013). No processo de

producgéo de agucar e etanol, as etapas iniciais sdo semelhantes (Figura 11).
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Figura 11. Fluxograma de uma unidade produtora de agucar e etanol.
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Uma vez transportada até a unidade produtora, a cana-de-agucar €, em
geral, lavada e enviada para o sistema de preparo e extragdo do caldo, através
de um conjunto de quatro a sete ternos de moendas (BNDES, 2008). O caldo é
extraido e os agUcares, separados da fibra (bagaco), que, por sua vez, segue
para a planta de energia da unidade produtora. Com objetivo de aumentar o
rendimento da extragdo, a cana picada e desfibrada passa por sucessivas
lavagens com agua quente, cedendo por lixiviacdo seus agucares e, ao final,
passa por um rolo de secagem, de onde sai 0o bagaco a ser utilizado nas
caldeiras (SEABRA, 2008). Produzido na moenda ou no difusor, o caldo
contendo os agucares da cana pode, entdo, ser destinado a produgcédo de
acucar ou etanol.

Para a producgéo de agucar, o caldo, ao sair da moenda, passa por uma
série de etapas de tratamento, que incluem agbes fisicas (peneiramento,
aquecimento, flasheamento) e quimicas (rea¢gdes promovidas pela adigédo de
produtos quimicos, polimeros etc.), com o objetivo de eliminar ndo acucares,
coloides, turbidez e cor, bem como favorecer ao maximo a sedimentacéo
(CAVALCANTE et al., 2012). Nessa etapa ocorre a maxima recuperagao de
sacarose e obtém-se boa qualidade do produto final.

Apbés o tratamento quimico, o caldo € aquecido para eliminar
microrganismos por esterilizacdo, completar as reagcdes quimicas com o agente
alcalinizante, coagular, flocular as impurezas insolluveis e remover 0s gases.
Em seguida, o caldo é levado para o decantador ou clarificador, onde s&o
separadas as impurezas floculadas, também chamadas de lodo. O caldo
clarificado sai pela parte superior das bandejas ja isento da maioria das
impurezas. Nos decantadores, ocorre apenas a separacao fisica entre o caldo
e as impurezas (lodo). O lodo retirado € entdo adicionado de bagacilho e
filtrado para a recuperagao da sacarose ainda contida nele, enquanto a torta de
filtro residual é utilizada na prépria lavoura de cana como adubo.

O caldo tratado €, entdo, concentrado em evaporadores de multiplo
efeito e cozedores para a cristalizagdo da sacarose. Nesse processo, nem toda
a sacarose disponivel na cana € cristalizada e a solugdo residual rica em
acucar (mel) pode retornar mais de uma vez ao processo com o propésito de

se recuperar mais agucar. O mel final, chamado de melago e que nao retorna
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ao processo de producao de agucar, contém ainda alguma sacarose e elevado
teor de acucares redutores (glicose e frutose), podendo ser utilizado como
matéria-prima para a producdo do etanol por meio da fermentagéo
(CAVALCANTE et al., 2012).

Por fim, o agcucar € encaminhado para a secagem, que consiste
basicamente na reducdo de sua umidade pelo resfriamento simultaneo, até
niveis de umidade que permitam sua armazenagem por periodos mais ou
menos longos, sem apresentar altera¢des significativas de suas caracteristicas,
isto &, preservando sua qualidade para consumo como produto alimenticio.

O processo de producao de etanol é baseado na fermentacao tanto do
caldo da cana diretamente como de misturas de caldo e melaco. Esse é o
processo mais utilizado no Brasil, nos EUA e, de modo geral, nos demais
paises. Essa complementaridade de producdo de acucar e etanol reflete a
sinergia existente no sistema de producéo brasileiro.

Como ja descrito, as primeiras etapas de producdo de etanol séo
semelhantes ao processo de produgédo de agucar. Uma vez tratado, o caldo de
cana € evaporado para ajustar sua concentracdo de acucares e,
eventualmente, é misturado com o melago, dando origem ao mosto. Em
seguida, o mosto segue para as dornas de fermentagéo, onde € adicionado as
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e fermentado por um periodo médio de
6 a 10 horas, dando origem ao vinho (mosto fermentado, com concentracao de
7% a 10% de alcool). Tempos superiores a esses podem indicar
contaminagdes, baixa viabilidade de leveduras, baixa concentracdo de
leveduras no meio fermentativo, excesso de agucares no mosto, entre outros
fatores, problemas que precisam ser corrigidos com a maxima urgéncia, pois
se trabalha com fermentadores de centenas de metros cubicos de capacidade
volumétrica (VASCONCELOS, 2012). O processo de fermentagdo mais
utilizado nas destilarias do Brasil € o Melle-Boinot, cuja caracteristica principal
€ a recuperagao das leveduras do vinho mediante sua centrifugagéo.

Assim, ap6s a fermentacdo, as leveduras sao recuperadas e tratadas
para novo uso, enquanto o vinho é levado para as colunas de destilagdo. Esse
processo apresenta vantagens de ordem econdmica devido a reutilizagdo das

leveduras no processo fermentativo.
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A destilacdo é uma operagdo fisica que visa a separacdo de
componentes de uma mistura, de acordo com a volatilidade relativa dos
componentes. O etanol é recuperado inicialmente na forma hidratada, com
aproximadamente 92.8 — 94.7 INPM (m/m), correspondentes a cerca de 7.2 -
6% de agua em peso, deixando a vinhaca ou vinhoto como residuo,
normalmente numa proporgao de 10 a 13 litros por litro de etanol absoluto
produzido. Nesse processo, outras fragbes liquidas também s&o separadas,
dando origem aos alcoois de segunda e ao 6leo fusel. O etanol hidratado pode
ser estocado como produto final ou pode ser enviado para a coluna de
desidratacdo. Mas, como se trata de uma mistura azeotrdpica, seus
componentes nao podem ser separados por uma simples destilagdo. A
tecnologia mais utilizada no Brasil € a desidratagéao pela adigéo do ciclohexano,
formando uma mistura azeotrépica ternaria, com ponto de ebulicao inferior ao
do etanol anidro. Nesse processo, na coluna de desidratacdo, o cicloexano é
adicionado no topo, e o etanol anidro é retirado no fundo, com
aproximadamente 99,7° INPM ou 0,4% de agua em peso. A mistura ternaria
retirada do topo € entdo condensada e decantada, enquanto a parte rica em
agua é enviada a coluna de recuperacao de ciclohexano.

A desidratacdo do etanol ainda pode ser feita por adsor¢do com
peneiras moleculares ou pela destilagdo extrativa com monoetilenoglicol
(MEG), que se destacam pelo menor consumo de energia e também pelos
custos mais elevados. Por conta das crescentes exigéncias do mercado
externo, diversos produtores de etanol no Brasil e em outros paises estdo
optando pelas peneiras moleculares, ja que com elas € possivel produzir etanol
anidro livre de contaminantes. Espera-se grande disseminacdo do seu uso nos
préximos anos, na busca por atender aos padrdes de exigéncia do mercado
internacional (VASCONCELOQOS, 2012).

E importante salientar que esse modelo tradicional de producdo de
acucar e etanol deve dar lugar a um “novo modelo”, capaz de produzir, além do
acucar e etanol, novos produtos via sucroquimica e alcoolquimica (BNDES e
CGEE, 2008). Para isso, serdo necessarios investimentos e incentivo nas
seguintes areas:
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Agricola: projetos que visem a produgao de cana (desenvolvimentos de
novas variedades, controle fitossanitario, sistema de produgédo, novos
sistemas de plantio, colheita, transporte e uso dos residuos), enfim, uma

nova concepgao de todo o novo sistema “cana energia”;

Industrial: tecnologias mais eficientes, que reduzam as perdas no
processo, 0s custos e as emissbes de poluentes (gases e residuos
liquidos). O aproveitamento integral da cana para produgdo de etanol,
acucar, eletricidade e produtos quimicos que devera nortear as

tecnologias futuras, reformulando toda a industria;

Energética: projetos que otimizem a geracéo e o uso de energia gerada
a partir de sistemas mais modernos e uso econdmico do vapor no

processo de geracao;

Sustentabilidade: projetos com areas de preservacdo ambiental e da
biodiversidade, que melhorem os indicadores sociais, econémicos e
ambientais e reduzam os impactos negativos da producédo sobre os
recursos hidricos, o solo e o ar, assim como melhoria do ambiente de

producgao.

Nas Ultimas décadas, houve grande avanco tecnoldgico no setor
sucroenergético brasileiro, tanto em relagdo a cadeia produtiva quanto a
industrial, associado a melhorias de gerenciamento. Este desenvolvimento
alcancado pelo setor tem gerado um atraente incentivo no aproveitamento do
bagaco produzido e na recuperacao integral ou parcial da palha de cana-de-
acucar (MAGALHAES et al., 2010).

3.2.3. Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco é resultante dos processos de extracdo do caldo de cana-de-
acucar. E constituido fisicamente de quatro fracées: material fibroso (45%),
agua (51-49%), sélidos nao soluveis (2-3%), solidos soluveis e extrativos (2-
3%) (CGEE, 2009).
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Como é um subproduto, praticamente ndo tem custo de producdo ou
transporte, por isso é muito valorizado, principalmente por ser substituto de
combustivel fossil e da madeira na geragdo de vapor e energia elétrica,
permitindo a autossuficiéncia energética das unidades produtoras e, em
algumas, a comercializacdo de energia elétrica excedente (MATSUOKA et al.,
2012). Também, o bagaco é utilizado na producédo de celulose e papel como
alternativa ao uso da madeira de eucalipto e pinho; e na produgéo do furfural,
usado como solvente para a refinagdo de Oleos lubrificantes, resinas de
madeira e 6leos vegetais, bem como de alcool furfurilico como matéria-prima
para polimeros furanicos, anticorrosivos, polimeros de ureia, formaldeidos
modificados, fragréncias e solvente de resinas e corantes. Por apresentar
digestibilidade muito baixa, o bagaco passou a ser utilizado ainda como
complemento na dieta de bovinos (BNDES, 2008).

Morfologicamente, o bagaco € constituido de fibras exteriores (50%) —
ricas em feixes fibrovasculares e outras formas fibrosas que garantem
resisténcia e dureza ao tecido vegetal — quantidades abundantes de células
parenquimatosas (30%) — com paredes porosas, tendo como funcéo a reserva
de sacarose e a conducdo de nutrientes em pequenas distancias — e
segmentos de vasos (15%) — com fungédo de conduzir nutrientes e distintos das
células parenquimatosas pelo seu grande comprimento. Em menor quantidade,
encontram-se as células epidérmicas (5%), que dao origem ao tecido de
revestimento e s&o caracterizadas por apresentarem bordas irregulares
(CORTEZ et al., 2013).

Por ndo apresentar morfologia e tamanho de particulas uniformes, pode
ser classificado em trés diferentes fragdes: casca, fibra e medula. A casca é a
fracdo de maior dimensao, quando comparadas as demais, apresentando-se
como laminas retangulares. As fibras sdo constituidas por feixes vasculares e
outras formas fibrosas, garantindo a resisténcia do colmo da cana. A medula é
o miolo da cana-de-agucar, € formada por particulas esponjosas com formato
achatado, em termos dimensionais, tem a forma de pé e baixo teor de celulose
(CGEE, 2009). Visando a producao de polpa celulésica do bagaco de cana, a
remocao da medula é desejavel, a fim de se evitar o desperdicio de produtos
quimicos durante o processo de polpacao.
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De acordo com Cortez, et al.,, (2013), diversos estudos apontam a
viabilidade de producdo de energia elétrica excedente e sua posterior
comercializacao a rede — mediante a modernizagdo dos sistemas atuais de
cogeracao e utilizacdo do excedente de bagaco —, além do uso das fibras como
matéria-prima para o incremento de producdo de etanol celulésico, por
processo de hidrélise acido-enzimatico diluido, ou para a producao de outros
biocombustiveis ou quimicos, por processos de gaseificagao, pirdlise rapida ou
BTL — Biomass to Liquid.

3.2.4. Palha de cana-de-acucar

A palha da cana-de-agucar, deixada na superficie do solo apds a
colheita mecanizada, € constituida basicamente de folhas verdes, folhas secas,
bainha e ponteiros (GOMEZ et al., 2010).

Até o ano de 2031, toda a palha gerada durante a colheita no Brasil
podera estar disponivel para recuperacao integral ou parcial e posterior
utilizagdo, devido principalmente a lei que proibe as queimadas da cana em
todo territério nacional. A queima da cana-de-acgucar é regulada pelo Decreto
Federal n. 2.661/98, que estabelece o fim progressivo da pratica da queima,
especialmente em dareas passiveis de mecanizagcdo. Portanto, nos préximos
anos havera uma grande disponibilidade de palha de cana-de-acucar, € duas
atitudes, ndo necessariamente excludentes, poderédo ser tomadas: (1) deixar a
palha no campo (lavoura) ou (2) recupera-la como matéria-prima para a
producdo de combustiveis ou produtos quimicos (GOMEZ et al., 2010).

Agronomicamente, é interessante manter a palha no campo, pois ela
contribui para a melhoria das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do
solo, para o controle de erosdo e de plantas daninhas, para retencao de
umidade, além de propiciar aumento na microbiota do solo (SANTOS et al.,
2012; GOMEZ et al., 2010). No entanto, a permanéncia da palha no solo pode
causar alguns problemas, como: retardamento na brotac&o, imobilizacdo de
nutrientes minerais, principalmente o nitrogénio, dificuldades de operacao das
maquinas e implementos agricolas, bem como maior incidéncia de pragas e

doencas na lavoura subsequente.
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Portanto, visando ao aproveitamento da palha para producao de
combustiveis e produtos quimicos, sem afetar os seus beneficios agronémicos

ao solo, Hassuani et al. (2005) chegaram as seguintes conclusoes:

A palha devera ser removida nestas condicoes:
e em a&reas habitadas e, ou, préximas a rodovias, devido ao risco de
incéndios acidentais ou criminosos;
e em areas sujeitas a tempestades elétricas (topo de relevo);
e antes do preparo de solo, em areas com infestagdo por pragas de solo,
quando for necessério eliminar os restos de culturas; e
e em regides de inverno muito Umido, especialmente em solos de

drenagem deficiente, que afete a brotagao.

A palha podera ser removida mediante analise técnhico-econémica nestes
casos:
e onde a cobertura da palha no solo dificultar a brotacdo da cana;
e em areas com altos indices de pragas que sao favorecidas pela palha; e
e em locais onde o preparo reduzido do solo nao puder ser empregado por
ocorréncia de infestacao por plantas ndo controladas pela palha ou
pragas de solo cujo controle depende do revolvimento deste.

A palha podera ser parcialmente removida nestas condicoes:
e durante ou apos a colheita da cana, recomenda-se deixar > 7,5 ton./ha
de palha no solo, uniformemente distribuida; e
e quando a palha estiver aproximadamente 30 cm sobre as linhas de

plantio de cultivares que apresentem baixa brotacéo.

Pode-se, portanto, afirmar que a quantidade de palha de cana a ser
deixada na superficie do solo apresenta uma série de vantagens e
desvantagens, dependendo das condi¢ées agrondmicas envolvidas e levando
em conta principalmente os custos no processo de recolhimento e transporte

da palha para a agroindustria. Braunbeck e Cortez (2005), ao abordarem os
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aspectos relativos a recuperacao da palha, concluiram que, em média, 70% de
palha devem ser recuperados.

Diferentemente do bagago de cana que, ja se encontra na industria, os
custos para recuperacdo da palha sdo considerados elevados. Em termos
energéticos a palha representa aproximadamente 1/3 da energia potencial da
cana que, atualmente é desperdicada ou aproveitada de forma menos nobre
(BUCKERIDGE et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Nesse contexto, com a viabilizagao técnica e econémica da produgao de
etanol celulésico e a busca da sustentabilidade energética e ambiental da
cadeia produtiva, haja vista as exigéncias do mercado internacional, a
recuperacdo e o uso da palha de cana-de-agucar devera ocupar um lugar de
destaque no setor sucroenergético brasileiro.

Magalhaes e Braunbeck, (2010), concluiram que nao existem
divergéncias quanto a necessidade de se investir na recuperagdo e
aproveitamento da palha, mas infelizmente, a tecnologia disponivel para o
recolhimento a custo economicamente viavel ainda ndo esta disponivel.
Segundo Cortez et al., (2013), algumas pesquisas, apontam a colheita integral,
ou seja, a colheita e o transporte de todas as partes constituintes da cana
conjuntamente, como uma pratica capaz de minimizar os impactos negativos
na recuperacao e no aproveitamento da palha. Nesse processo, a colhedora de
colmos operar com os extratores desligados, permitindo assim que todo o
material seja transferido ao veiculo de transbordo e, posteriormente,
transportado até a usina, onde seria submetido a um processo de limpeza a
Seco (separagao pneumatica e mecanica visando separar os colmos e a palha).

3.3. Producao de etanol celuldsico a partir da cana-de-acucar

A producdo de energia baseada na biomassa lignoceluldésica é uma
importante rota alternativa que vem sendo mundialmente estudada. O interesse
na obtengéo do etanol celulésico vem crescendo muito, em consequéncia de a
celulose corresponder a substancia de maior concentracdo na biomassa e
apresentar alta eficiéncia para producao de etanol quando submetida a reag¢des
de hidrélise (SANTOS et al., 2013).
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No processo de obtengcado de etanol celulésico, o objetivo é “desmontar”
a parede celular para utilizar os polissacarideos como fonte de acucares
fermentesciveis. No entanto, ja foi mencionada o quao complexa € a estrutura
recalcitrante da biomassa lignocelulésica (BUCKERIDGE et al., 2010).

Atualmente, as tecnologias para a obtencdo de etanol celuldsico
envolvem o (1) pré-tratamento, que visa alterar ou remover a lignina e as
hemiceluloses, aumentando a area superficial, e diminuir o grau de
polimerizacao e cristalinidade da celulose; (2) a etapa de hidrélise, para
obtencao dos aglcares a partir da celulose e hemiceluloses; e (3) em seguida a
conversao desses agucares em etanol via fermentacao e destilagédo (Figura 12)
(SANTOS et al., 2012).
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Figura 12. Representacao esquematica da producao de etanol celuldsico.
Fonte: Santos et al., (2012).
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Considerando a grande disponibilidade de biomassa produzida pela
agroindustria sucroenergética, o bagaco e a palha apresentam potencial para a
producdo de etanol celulésico. O bagago é um material promissor para a
producédo de etanol combustivel, pois ele esta disponivel na unidade industrial,
ja que € um “subproduto” do processo de produgcdo de etanol de primeira
geracao, e as melhores tecnologias de cogeracao permitem a geracado de
maiores quantidades de bagaco excedente. Também é importante considerar
que, com o fim gradativo da queima da cana-de-agucar, haverad aumento
significativo da quantidade e disponibilidade de palha no campo (SANTOS et
al., 2012). Em termos energéticos e, se tratando da composicao massica da
cana-de-agucar, o caldo (agucar), o bagaco e a palha representam proporcdes
equivalentes, conforme pode ser observado na Tabela 2 (CORTEZ et al.,
2013).

Tabela 2. Composi¢cdo massica e energética da cana-de-agucar (base seca).

Conteudo massico | Conteudo energético
Componentes
[ka/t] [%] [MJ] [%]
Palha 140 32,9% 2500 33,8%
Bagaco 135 31,8% 2400 32,4%
Caldo (agucar) 150 35,3% 2500 33,8%

A produtividade média de cana-de-agucar no Brasil é de 85 toneladas
por hectare. E para cada tonelada de cana processada sao gerados cerca de
140 kg de palha e 140 kg de bagaco em base seca, ou seja, 12 toneladas de
palha e 12 toneladas de bagaco por hectare. Considerando a conversao de
toda a celulose contida no bagagco e na palha em etanol, o aproveitamento
integral da cana-de-agucar (colmo, palha e bagago) podera aumentar
significativamente a producao de etanol por hectare, passando dos atuais
7.000 litros para aproximadamente 14.000 litros sem necessidade de expansao
da area cultivada, além de ser possivel diminuir os custos de producao (Figura
13). Em termos energéticos, o bagaco e a palha representam
aproximadamente dois tercos da energia potencial da cana-de-aglcar
(MAGALHAES et al., 2010; RABELO et al., 2012; CORTEZ et al., 2013).
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1 Tonelada de Palha
(40% Celulose)

il S Rendimento
HO tedrico 1,11 g/g

444 kg de Glicose

Fermentagéo

Rendimento
tedrico 0,51 g/g

226,4 kg de Etanol

Densidade do
etanol: 0,79

287 Litros de Etanol /
Tonelada de Palha

Rendimento de etanol por hectare: 3.444
litros (palha) + 3.444 litros (bagago) +
7.000 litros (caldo) = 14.000 litros

Figura 13. Rendimento tedrico da producdo de etanol por hectare de cana
processada.
Fonte: Santos et al., (2012).

Devido a estreita associacao recalcitrante entre os trés componentes
poliméricos do bagaco e da palha de cana (celulose, hemiceluloses e lignina), a
liberagdo dos polissacarideos como fonte de agucares fermentesciveis para
producdo de etanol estd entre as prioridades nas areas de pesquisa e
desenvolvimento do etanol celulésico. Segundo Bucheridge et al., (2010), a
producdo de etanol celulésico com alta eficiéncia e sustentabilidade resultara

da integracdo entre diversos grupos de pesquisa especializados em diferentes
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areas da fisiologia, ecologia, bioquimica, genética, fisica e engenharia, entre
outras. Ainda de acordo com o mesmo autor, a longo prazo as maiores
expectativas para a viabilizacdo do etanol celulésico estdo depositadas na
possibilidade de utilizarmos a maquinaria bioquimica de microrganismos
(fungos e bactérias) para “desmontar” a parede celular da cana-de-agucar.
Para ilustrar o potencial da cana-de-agucar para producdo de etanol
celulésico em fungdo do avango da tecnologia de hidrélise, especificamente
para o bagaco, foi estabelecido cinco cenarios que incorporam gradativamente
aumento da eficiéncia de conversdao de hexoses e pentoses para hidrolise
catalisada por acidos diluidos e por enzimas, além da fermentacdo das
pentoses a etanol (Tabela 3). Para tracar esses cenarios, foram utilizadas
tecnologias de hidrdlise ja publicadas (CGEE, 2009). Os cenarios propostos

sao:

1. pré-tratamento e hidrolise &acida diluida com aproveitamento das
hexoses, no estagio tecnoldgico atual;

2. pré-tratamento e hidrélise &acida diluida com aproveitamento das
hexoses e otimizagcdo da reacdo de hidrélise aos melhores valores
atingidos, reportados na literatura;

3. pré-tratamento e hidrolise &acida diluida com aproveitamento das
hexoses e pentoses, com otimizacdo da reacdo de hidrélise aos
melhores valores atingidos, relatados na literatura;

4. pré-tratamento e hidrdlise enzimatica com aproveitamento das hexoses,
no estagio atual da tecnologia; e

5. pré-tratamento e hidrdlise enzimatica com aproveitamento das hexoses

e pentoses, com a tecnologia otimizada.
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Tabela 3. Producao de etanol a partir do bagaco (litros/tonelada de bagaco).

Etanol Etanol Etanol

Cenario Conversoes
Hexoses Pentoses Total

Hexoses: 60%
Fermentacdo: 89%
1 Pentoses: 70% 69,1 0 69,1
Fermentacao: 0%
Destilacao: 99,5%
Hexoses: 80%
Fermentacdo: 91%
2 Pentoses: 78,5% 94,2 0 94,2
Fermentacao: 0%
Destilagao: 99,75%
Hexoses: 80%
Fermentacao: 91%
3 Pentoses: 85% 94,2 37,2 132,2
Fermentacdo: 50%
Destilagao: 99,75%
Hexoses: 85%
Fermentacdo: 89%
4 Pentoses: 70% 97 0 97
Fermentacéo: 0%
Destilagcao: 99,5%
Hexoses: 95%
Fermentacdo: 91%
5 Pentoses: 85% 111,4 37,9 149,3
Fermentacdo: 50%
Destilagao: 99,75%
Fonte: CGEE, (2009).

Observa-se na Tabela 3, que uma tonelada de bagaco in natura pode
ser convertida em 69,1 litros de etanol com uma tecnologia medianamente
otimizada. Com a otimizacdo da sacarificacdo, pode-se atingir de 94,2 a 97,0
litros. Além disso, vencida a barreira da fermentagédo etandlica das pentoses,
sera possivel atingir de 132,2 a 149,3 litros de etanol celulésico e esses valores
poderao ser significativamente maiores com a introducao da palha de cana-de-

acucar.
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3.3.1. Pré-tratamento da biomassa lignocelulésica

O pré-tratamento consiste em uma das etapas operacionais mais
relevantes em termos de custo direto, além de influenciar significativamente os
custos das etapas anteriores e subsequentes. Basicamente, o pré-tratamento é
requerido para modificar a estrutura da biomassa lignocelulésica a fim de tornar
a celulose mais acessivel as enzimas que convertem os polimeros de
carboidratos em acucares fermentesciveis. Um pré-tratamento eficiente pode
reduzir substancialmente a quantidade de enzimas no processo de
sacarificagdo de celulose e, consequentemente, os custos de producao
(HENDRIKS et al., 2009). De acordo com Galbe e Zacchi, (2010), um pré-

tratamento efetivo deve obedecer a uma série de caracteristicas desejaveis:

e baixo investimento e custo operacional para o pré-tratamento;

e producdo minima de residuos;

e reacdes rapidas e/ou reagentes quimicos nao corrosivos para minimizar
o custo do reator;

e altos rendimentos de produtos nas operac¢des subsequentes com custos
minimos;

e carga baixa de enzima adequada para se atingir digestibilidade superior
a 90% da celulose pré-tratada; e

o facilitar a recuperacdo da lignina e outros constituintes para converséo

em coprodutos de maior valor agregado e etapas de purificagao.

Em linhas gerais, o pré-tratamento da cana-de-acucar (bagaco e palha)
visando a producao de etanol celulésico deve apresentar uma polpa celulésica
com elevada acessibilidade e reatividade da fibra aos agentes hidroliticos
acidos ou enzimaticos, garantir adequada recuperagédo das pentoses, limitar a
formacao de compostos inibidores a leveduras e enzimas, associado ao baixo
custo envolvido no processo de pré-tratamento. A Figura 14 ilustra o efeito do

pré-tratamento na biomassa lignocelulésica.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento na biomassa lignoceluldsica.
Fonte: Adaptado de Kondo (1997).

3.3.1.1. Tipos de pré-tratamentos

Diversos métodos de pré-tratamentos tém sido sugeridos durante as
ultimas décadas, e cada um deles possui suas vantagens e desvantagens. Eles
podem ser divididos basicamente nas seguintes categorias: fisicos, quimicos,

bioldgicos ou na combinag¢ao desses métodos.

3.3.1.1.1. Pré-tratamentos fisicos

Geralmente sado divididos em duas categorias: mecanicos e nao
mecanicos. No mecanico (moagem e trituracao), as forcas de impacto reduzem
o tamanho de particula, a cristalinidade, aumentam a superficie especifica e a
densidade aparente. Nos pré-tratamentos ndo mecanicos, submete-se o
substrato celulésico a acdo de agentes externos que provocam alteracoes
diversas no material original. Esse pré-tratamento tem como desvantagem a
ineficiéncia no aumento da digestibilidade da biomassa e o consumo de
grandes quantidades de energia no processo (FAN et al., 1987; FUENTES,
2009). O pré-tratamento fisico combinado com aquecimento e adicdo de

produtos quimicos pode ser uma opcao interessante.
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3.3.1.1.2. Pré-tratamentos quimicos

Sao aqueles em que se utilizam de agentes quimicos, como acidos,
bases e solventes organicos. Eles tém como objetivo o aumento da superficie
do substrato por inchamento das fiboras e a modificacdo ou remocao das
hemiceluloses e/ou da lignina a fim de tornar a celulose mais accessivel as
enzimas.

O pré-tratamento acido consiste em colocar a biomassa em contato
direto com acidos diluidos ou concentrados para solubilizar as hemiceluloses, a
fim de se obter celulose mais acessivel. O pré-tratamento com acido diluido
consiste na imersdo do material em wuma solucdo de acido de
aproximadamente 4% (p/p) e, em seguida, aquecimento até atingir
temperaturas na faixa de 140 a 200 °C por periodos de varios minutos até uma
hora. Diferentes reacdes ocorrem durante os pré-tratamentos com acidos, e
uma delas € a hidrolise das hemiceluloses, especialmente das xilanas e das
glicanas. Dependendo das condi¢gbes do pré-tratamento, pode haver formagao
de furfural e hidroximetilfurfural pela degradacdo de pentoses e hexoses,
respectivamente, o qual pode influenciar negativamente na etapa da
fermentacdo (PALMQVIST et al., 2000). Uma vantagem deste pré-tratamento é
a solubilizacdo de hemiceluloses, aumentando a acessibilidade da celulose
para as enzimas. Em contrapartida, existe o risco de formacdo de produtos
volateis de degradacao do carbono e estes, em muitos casos, diminuem a
conversdao a etanol. A condensacdo e a precipitacdo de componentes de
lignina solubilizada também € uma reacao indesejada, uma vez que diminui a
digestibilidade. Pré-tratamentos com acido concentrado para a producéo de
etanol ndo sédo processos atrativos, devido ao grande risco de producao de
componentes inibidores pela degradacao de carboidratos.

No pré-tratamento alcalino, geralmente utilizam-se solugbes alcalinas
diluidas em condicbes moderadas em comparacdo aos sistemas acidos. O
principal efeito desse pré-tratamento consiste na remocéao da lignina. Embeber
o material em uma solucdo alcalina, como hidroxido de sdédio, potassio ou
amonia, seguido de aquecimento, leva a diminuicdo na cristalinidade do grau
de polimerizagdo da celulose. Também provoca quebra das ligacdes lignina-
carboidrato, além de perturbacdes na estrutura da lignina. Em alguns casos,
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pode ser conduzido a temperatura ambiente, porém isso demanda tempos
reacionais elevados, da ordem de horas, dias ou semanas. Ao contrario dos
pré-tratamentos 4cidos, uma limitagcdo ocorre porque algumas bases podem
ser convertidas em sais irrecuperaveis ou incorporadas como sais na biomassa
por meio das reacdes do pré-tratamento (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).
Ressalta-se, ainda, que esse método é mais efetivo em residuos agricolas e
em gramineas do que em materiais lenhosos, uma vez que, em geral, esses
materiais contém menos lignina. Para materiais lenhosos, a concentragdo de
alcali deve ser acrescida consideravelmente, de forma que o0 processo se
assemelhe ao de polpacao Kraft (GALB e ZACCHI, 2010).

3.3.1.1.3. Pré-tratamentos bioldgicos

Envolvem o uso de microrganismos (fungos e bactérias) ou enzimas
(lacases) para a deslignificacdo e redugdo do grau de polimerizacao da
celulose e hemiceluloses. A vantagem desses pré-tratamentos é o baixo
requerimento energético. Apesar de ser efetivo, limpo e sem producao de
metabolitos indesejaveis, o processo é demasiado lento para ser aplicado
industrialmente. Outra desvantagem € que esses 0S microrganismos nao séo
seletivos, assim, além de degradarem hemiceluloses e lignina, degradam a
celulose (SANTOS et al., 2013).

3.3.1.1.4. Pré-tratamentos combinados

Nesta categoria incluem-se combinagcdes de pré-tratamentos fisico e
quimico, como é o caso do pré-tratamento a vapor com adicdo de um
catalisador (acido ou alcalino). Um pré-tratamento tipico nesta categoria é o
AFEX (do inglés Ammonia Fiber Explosion), que € também alcalino, ocorrendo
incremento da reatividade da fragao celuldsica, devido ao “inchamento” dela,
combinado com hidrélise das hemiceluloses e desintegragdo da fibra. A
biomassa é tratada com amoénia liquida por um periodo de 10-60 min a
temperaturas moderadas (100 °C) e altas pressbes (30 Bar). Até 2 kg de
amdnia sao usados por kg de biomassa seca. Uma das desvantagens deste

7

pré-tratamento € a pouca solubilizacdo das hemiceluloses e da lignina
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(FUENTES, 2009). Como os outros métodos de pré-tratamento alcalino, o
AFEX é mais eficiente em residuos agricolas, e nao apresenta eficiéncia com
madeira, devido ao seu maior conteudo de lignina. Portanto, neste caso, o pré-
tratamento ARP (do inglés Ammonia Recycled Percolation) € mais indicado
para madeira de fibra curta e residuos agricolas, pois é menos eficiente para
madeira de fibra longa (GALB e ZACCHI, 2010).

Nos ultimos anos houve um grande interesse do meio cientifico no uso
da 4gua, submetida a elevadas temperaturas e pressao, (geralmente 160 °C a
240 °C por 1 a 20 minutos) servindo como solvente presente no meio reacional,
em processos de conversdo da biomassa lignoceluldsica (YUAN et al., 2011).
Esse tipo de pré-tratamento tem sido chamado de hidrotérmico, auto-hidrolise,
fracionamento aquoso ou fracionamento a vapor.

Muito residuos agricolas e alguns tipos de madeira de fibra curta contém
uma quantidade suficiente de acidos organicos (principalmente acido acético)
que agem como catalisadores para a hidrélise das hemiceluloses. Esse
processo inicia geralmente em pH neutro e termina em pH ao redor de 3,5 a 4,
dependendo da quantidade de acido liberado (GALBE e ZACCHI, 2010).

Essa tecnologia tem sido largamente utilizada em escala piloto, por
exemplo, no NREL em Golden, Co (EUA), na Sekab em Ornskoldsvik (Suécia),
na logen, em Otawa (Canada), sendo considerada como um dos pré-
tratamentos mais promissor e estando préximo de ser comercializado (GALBE
e ZACCHI, 2010).

O pré-tratamento hidrotérmico oferece uma alternativa interessante no
processo de conversdo da biomassa em etanol celulésico (ROGALINSKI et al.,
2008). Varios estudos foram realizados utilizando esse método de pré-
tratamento em diferentes biomassas, tais como a palha de trigo (KABEL et al,
2007), a palha de milho (OHGREN et al., 2007), o bagaco de cana (LASER et
al, 2002) e a madeira (SODERSTROM et al., 2004). Esse interesse na
utilizacédo do pré-tratamento hidrotérmico se justifica pelas seguintes razdes: (1)
0 processo nao faz uso de reagentes quimicos, que é interessante do ponto de
vista ambiental e econdmico, além de ndo ter necessidade de trabalhar com
reatores altamente resistentes a corrosao; (ll) hidrolisa grande parte da fragao
hemicelulésica; (lll) provoca alteragées fisico-quimicas na celulose e lignina
favorecendo a maior eficiéncia de hidrélise (GARROTE et al., 1999).
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Em relagcdo aos pré-tratamentos quimicos, o processo hidrotérmico
oferece varias vantagens: nao requer o uso de reagentes quimicos e,
consequentemente, ndao ha& necessidade de se trabalhar com reatores
altamente resistentes a corrosdo, reduzindo o custo deste processo e 0s
impactos ambientais (WYMAN, 2003).

Os diversos tipos de pré-tratamento podem ser avaliados pelo seu efeito
ndao s6 na celulose, hemicelulose e lignina, mas também na fracdo sdlida
remanescente. Os pré-tratamentos fisico-quimicos podem ser classificados de
acordo com o pH do pré-tratamento (GALBE e ZACCHI, 2007):

Meétodos com condigbes acidas: condigdes em baixo pH que resultam na
hidrolise de hemiceluloses a monémeros de aglUcar e minimizam o uso de
hemicelulases. Esses pré-tratamentos, na maioria dos casos, geram produtos
como furfural e hidroximetilfurfural, a partir da degradag¢ao dos acucares.

Meétodos com condigbes proximas a neutra: ocorre a solubilizacido da
maioria das hemiceluloses devido a liberacdo de acidos, como o acético, mas
ndo ocorre a total conversdo a mondmeros de acucar. Neste caso, é
necessario o uso de hemicelulases.

Meétodos alcalinos: na maioria dos casos, quase toda hemicelulose
permanece na fragdo solida. Isso requer que as hemicelulases ajam em ambas
as fracoes, sdélida e na hemicelulose dissolvida. Uma alternativa seria realizar,
por exemplo, uma hidrélise acida nesta fragdo sélida para remocgao de celulose
pela hidrélise enzimatica.

A associagdo entre um ou mais pré-tratamentos e a estrutura e
composicao da biomassa determinardo o sucesso do pré-tratamento escolhido
como facilitador do processo de hidrdlise. A Tabela 4 apresenta as principais
caracteristicas que diferenciam alguns pré-tratamentos. Os pré-tratamentos
acido diluido, hidréxido de célcio, biolégico, explosdo a vapor e Afex removem,
basicamente, hemiceluloses, com alteragbes minimas na estrutura da lignina.

J& o pré-tratamento organosolve remove a lignina e hemiceluloses.
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Tabela 4.

Efeito de diferentes pré-tratamentos na biomassa lignocelulésica.

Caracteristicas Composicionais

Pré-tratamento Vantagens Desvantagens
Celulose Hemicelulose Lignina
° Intensiva
g Moinho de dlrlnlnu.lglao da N&o remove N&o remove R.edu_ga.\o de Alto consumo de
e bolas cristalinidade cristalinidade energia
Sl Dificil
ondicdes =
Acido Diluido Pouca 80-100% de Pouca remocéao médias, altas r,et?clijeragao .do
despolimerizacao remogao producéo de acido, corrosivo
xilose e custo elevado
. s Consideravel Remocéao
Hidroxido de Inchamento Consideravel lUbilizacs fetiva d Reagente caro,
Sédio significativa solubilidade Solublizagao, efetiva de
>50% ésteres
o,
P erﬁ?/g 40 dMenol_r = S.A) d? ~50% de ~70% de Efetiva Reagente caro
° ca espolimerizacao | go|ypilidade solubilizagdo | deslignificagao
8 | com ambnia
£ Efetiva ofotividads
O | Hidroxido de Pouca Significativa Solubilizagédo remogao de devido 2 pouca
Calcio despolimerizagdo | solubilizacédo parcial (~40%) | lignina e acetil, oap
. solubilidade da
baixo custo
cal
Efetiva Caro
o Nao foi observado Pequena Solubilizagao deslignificacao .
Ozonolise AN = X s necessidade de
despolimerizagao solubilizagao acima de 70% em condicdes mais 0z6nio
suaves
Significativo Alta produgao
Consideravel Significativo, ’ de xilose, Recuperacao de
Organosolve ; pode ser quase )
inchamento quase completa completa efetiva solvente cara
P deslignificagéo
o Baixo
5 .
S| o 20-30% de | Acima de 80% ~40% de e N
2 Elelgiee despolimerizagao | de solubilizacdo | deslignificacao ele ey, eelulse, e
2 P ¢ ¢ 9 ¢ efetiva taxa de hidrélise
@ deslignificagéo
Pouca .
iy Energia ~
Explosao a Pouca 80-100% de remggifr,emas eficiente, Diﬁ;iiafjniga
- e -
o vapor despolimerizacao remogao mudanca da nenhum custo produto inibitério
] de reciclagem
._g estrutura
5 Al Diminuig&o do Menor perda de | "o PCra620 €°
O | Ammonia ¢ Acima de 60% 10-20% de xilanas, no onia,
. grau de o A 2 efetivo para alta
fiber S de solubilidade solubilizacao formacao de ~
, cristalinidade L concentracao de
explosion inibidores lignina

Fonte: Santos et al., (2012).
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Saber avaliar cada pré-tratamento quanto as vantagens e desvantagens
no caso de cada biomassa é essencial para a viabilidade da producao do
etanol celulésico. Para isso, avaliacbes econdmicas sdo focalizadas ndo na
determinagao do custo do etanol, mas sim na comparagédo entre as opg¢des
tecnoldgicas disponiveis (SEABRA, 2008).

Formacao de inibidores

A formacao dos coprodutos inibidores é proveniente, principalmente, dos
pré-tratamentos que utilizam reagentes &acidos combinados com altas
temperaturas. Eles levam a degradacdo dos agucares e da lignina e a
producéo de acidos organicos. Da degradacao da xilose resulta o furfural e da
degradacao das hexoses, o inibidor hidroximetilfurfural, os quais sao produtos
inibitdérios bastante conhecidos para uso na etapa da fermentacdao (MUSSATO
e ROBERTO, 2004). Quando é promovida a degradacao desses inibidores, os
acidos formicos e levulinico sao formados. Ja compostos fendlicos, como o
acido 4-hidroxibenzdico, vanilina, catecol e siringaldeido, podem ser formados
pela decomposi¢cdo quimica parcial da lignina. Alguns desses compostos estao

apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Degradacédo dos componentes presentes na biomassa.
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Para o bagaco e para a palha de cana, alguns métodos se mostraram
adequados, mas todos ainda precisam ser otimizados para reduzir as elevadas
expectativas de custos. Na agroindustria sucroenergética, o bagaco €
submetido a um pré-tratamento fisico no momento de sua producao, ou seja,
apds a moagem da cana, e torna-se um conjunto heterogéneo de particulas
com tamanhos que oscilam entre 1 mm e 25 mm, com média de 20 mm. Em
virtude da reduzida granulometria, o bagaco dispensa moagem previa ao pré-
tratamento fisico-quimico, o que representa uma vantagem em termos de custo
de preparacao da matéria-prima. Entretanto, a baixa densidade e o baixo grau
de compactacao do bagacgo representam um problema em termos da operacao
de alimentagdo do reator, aléem da dificuldade em conduzir o pré-tratamento
com cargas de sélidos superiores a 50% (BONOMI, 2010).

O bagaco possui elevada capacidade de absorcao de liquidos, bem
como reduzida “dureza”’. Além disso, a elevada umidade do bagaco
proveniente das moendas (45% a 50%) facilita a impregnacéao dessa biomassa
com solugdes acidas e alcalinas. Esse aspecto é de fundamental importancia
com respeito a eficiéncia do pré-tratamento hidrolitico acido, o qual demanda
concentragdes adequadas de ions hidroxbnios (H3O"), formados a partir da
agua e do acido dissociado. A insuficiéncia de agua na biomassa resultaria em
menor formagdo de ion hidroxdnio, bem como reduzida disponibilidade de
fluido de transporte deste no interior da biomassa, e consequente perda de
eficiéncia da capacidade hidrolitica. Portanto, neste caso, o desafio consiste
em determinar a quantidade 6tima de agua no bagaco, de modo a garantir
efetiva impregnacgéo da biomassa, enquanto se obtém uma carga de sélidos no
reator, principalmente em processos de explosdo a vapor. Os pré-tratamentos
a vapor auto cataliticos, ou em presenca de catalisador, 4gua quente e acido
sulfarico diluido, sdo métodos mais promissores para cana-de-agucar
(BONOMI, 2010).

Existem varios projetos de pré-tratamento em escala piloto, em fase de
demonstracao e ja em uso comercial visando a producgao de etanol celulésico.
No entanto, ndo existe o “melhor pré-tratamento”, ou seja, o mais eficiente para
todos os tipos de biomassa lignoceluldsica. Cada tipo de biomassa requer um
método particular de pré-tratamento para minimizar a degradacao do substrato,
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maximizar o rendimento de acucar e, ao mesmo tempo, reduzir o consumo de

insumos quimicos e energia.

3.3.2. Hidrodlise da biomassa lignocelulésica

Apbs a etapa de pré-tratamento é necessdaria a hidrolise da celulose
para obtengdo de acgucares fermentesciveis. O rendimento da hidrolise da
celulose é inferior a 20%, se nao sucedida por pré-tratamento, caso contrario
excede o0s 90% (HAMELINK et al., 2005). A hidrélise é apontada como a rota
com maior potencial de promover o incremento da producao de etanol (sem
expandir a fronteira agricola), bem como aumentar a eficiéncia de converséo
da energia primaria da cana-de-agucar. Nessa etapa, a celulose € convertida
em glicose, que pode ser catalisada por acidos (diluido ou concentrado) ou por
enzimas (BNDES, 2008).

3.3.2.1. Hidrélise acida

Os processos de obtencao de etanol celuldsico a partir de biomassa em
que se utilizam catalisadores acidos permitem, em condicbes adequadas de
pressao e temperatura, solubilizacdo das hemiceluloses e da celulose, sem
alterar significativamente a lignina (PERDICES et al., 2012). Os processos de
hidrélise acida sao divididos em duas categorias: 0os que usam acidos
concentrados e os que utilizam &cidos diluidos.

Na hidrolise com &cido concentrado, as hemiceluloses e celulose
presentes na biomassa lignoceluldsica sdo hidrolisadas usando-se solucdes
aquosas de acidos minerais fortes, como acido sulfurico, cloridrico, nitrico ou
fosférico, em moderada temperatura. Nessa categoria, a biomassa deve ser
submetida a secagem com o intuito de se obter teor de umidade abaixo de
10%, a fim de evitar a diluicdo do acido no estagio de hidrdlise. Tipicamente, a
fracao de hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente que a de celulose, € 0s
monossacarideos liberados da hemicelulose sdo expostos no meio reacional
por muito tempo, o0 que leva a degradacdo e perda desses aglicares. E um
processo relativamente lento, sendo necessario recuperar o acido utilizado por

razoes econdmicas e ambientais.
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O processo com acido diluido é a tecnologia mais antiga na conversao
de biomassa em etanol celulésico. Esse processo envolve duas reacdes de
hidrolise; na primeira, a fragdo hemiceluloses é convertida em acgucares e
outros coprodutos por meio da utilizagdo de acido diluido e vapor. A
temperatura do processo esté na faixa de 130-190 °C, com tempo de 10-30 min
A conversao dos agucares nao s6 reduz os rendimentos, como o furfural e
outros coprodutos podem inibir a etapa de fermentacdo (SEABRA, 2008). O
segundo estagio de hidrélise também é realizado com acido diluido e vapor,
mas as temperaturas sdo mais severas, entre 190 e 265 °C, e com tempo de
residéncia muito curto, s6 alguns segundos. Os acucares no segundo estagio
sédo tratados com hidréxido de calcio e, algumas vezes, com uma pequena
adicédo de sulfato de sédio antes da fermentagéo. Esse tratamento neutraliza os
hidrolisados e remove as substancias inibidoras. Em média, os rendimentos
sdo de 89% para manose, 82% para galactose, mas apenas 50% para glicose
(HAMELINK et al., 2005).

Nos processos industriais, a hidrolise acida tem sido realizada com acido
sulfurico (H2SO4). O fato de ainda ndo haver comercializagdo de etanol
produzido a partir da hidrdlise acida do bagaco da cana esta relacionado a
dificuldades técnicas e operacionais que resultam em um custo elevado do
produto final. Parte deste custo se deve ao fato de que para que a hidrolise
ocorra de forma eficiente é necessario aquecer o polissacarideo na solucéao
acida. A temperatura ideal para a quebra de hemiceluloses esta entre 100 a
120 °C e a concentragdo ideal de &acido sulfurico é ao redor de 3%
(BUCKERIDGE et al., 2010). No caso especifico da cana de agucar, este custo
€ minimizado devido ao fato de parte do bagaco ser queimado para alimentar

as caldeiras e produzir a energia elétrica consumida no processo.

3.3.2.2. Hidrdlise enzimatica

Neste caso, a hidrélise é catalisada por celulases. Trata-se de um
complexo enzimatico que apresentam alto grau de sinergismo representado
pelas endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidades. As endoglucanases
hidrolisam randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da

celulose, liberando oligossacarideos menores. Essas enzimas sao
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responsaveis pela rapida solubilizacdo da fibora de celulose. Os produtos
gerados pelas endoglucanases tornam-se entdo substratos para as
exoglucanases, as quais clivam os oligossacarideos, liberando principalmente
celobiose. As principais representantes das exoglucanases sdo as
celobiohidrolases, que podem atuar tanto na extremidade redutora quanto na
nao redutora da celulose. As B-glicosidades impedem a acumulagdo da
celobiose, realizando a quebra dela em glicose. Entretanto, conforme
aumentam as concentracbes desses mondmeros no meio, as atividades das
celulases sao inibidas. A celobiose é um inibidor mais forte do que a glicose,
sendo interessante que ela seja rapidamente hidrolisada em glicose pelas [B3-
glicosidases (SUN e CHENG, 2002).

A enzima pode ser produzida em um reator separado na propria unidade
produtora de etanol ou adquirida de um fornecedor. No contexto do setor
sucroenergético, a producdo de enzimas in house (na prépria unidade
produtora de etanol), utilizando parte do bagaco pré-tratado (cerca de 30 a
40%) como substrato, emerge como alternativa tecnoldgica potencialmente
interessante. Entre as vantagens, podem-se relacionar a auséncia de custo de
transporte, possibilidade de utilizar formula¢des diluidas, menor custo de
purificacdo e concentragdo, menor complexidade da conservagdo do produto,
além do fato de se poder utilizar hidrolisados hemicelulésicos no cultivo dos
microrganismos (BONOMI, 2010).

A hidrélise enzimatica apresenta algumas vantagens em comparacao a
acida, por exemplo, maior especificidade do biocatalisador, menores taxas de
degradacdo da glicose, condicbes moderadas de temperatura e pressao e
menores custos de separacdo devido a menor formacdo de coprodutos
inibidores. Entretanto, ainda é necessario o avanco no desenvolvimento de
enzimas para tornar viavel a implantacao dos processos de hidrélise enziméatica
em escala comercial (PERDICES et al., 2012).

Geralmente, o processo de hidrélise enzimatica apresenta vantagens
associadas a obtencdo de rendimentos superiores a 0,85g de glicose/g de
celulose, sob temperaturas de 40-50 °C e pressdo atmosférica. Todavia,
aspectos operacionais relacionados a elevada duragdo do processo (48-72h),
desativacao catalitica por inibicdo da atividade enziméatica, bem como elevado

custo das enzimas, tém acarretado incertezas quanto a viabilidade econdémica
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do processo de hidrélise enzimatica no contexto da producgéo de etanol, a partir
da biomassa lignocelulésica (BONOMI, 2010).

Diversos fatores podem afetar a hidrolise enzimatica de biomassa
lignoceluldsica, séo eles referentes a:

Substrato: concentragdo do substrato (¢ um dos fatores mais
importantes que afetam a producdo e a velocidade inicial de hidrélise
enzimatica da celulose); caracteristicas estruturais do substrato (cristalinidade
da celulose, grau de polimerizagdo da celulose, area superficial e teor de
lignina).

Celulase: concentragdo de celulase (até certa quantidade, pode-se
melhorar a taxa de hidrélise, mas isso incrementa significativamente o custo do
processo); inibicdo retroativa devido ao acumulo de glicose e celobiose no meio
reacional e desnaturacao térmica das enzimas.

Comparativamente as rotas quimicas, a enzimatica apresenta-se como
alternativa mais adequada a producgéo de etanol a partir do bagago, do ponto
de vista técnico, em virtude da maior possibilidade em se obterem rendimentos
glicosidicos elevados, da ordem de 90%, com cargas enzimaticas de
aproximadamente 7,5 FPU/g celulose, ao mesmo tempo em que s&o obtidos
hidrolisados com reduzida toxicidade aos microrganismos da fermentacéo.
Entretanto, a despeito dessas vantagens, existe o desafio de tornar o processo
enzimatico viavel economicamente (BONOMI, 2010).

Em suma, o processo de hidrélise enzimatica tem um 6étimo potencial
para produzir agucares fermentesciveis a partir de biomassa lignocelulésica e
pode ser adaptado a diferentes casos. Para a cana, esta tecnologia ja esta
proxima de se tornar comercial e sera um ponto de extrema importancia
estratégica para as proximas geragdes de etanol celulésico. Considerando-se o
ponto em que se encontra no momento, pode-se esperar que a viabilidade
comercial esteja proximo de ser atingida. O desenvolvimento de tal tecnologia é
de extrema importancia tecnoldgica, pois abre o caminho para que se utilizem
enzimas e/ou se modifigue a matéria prima para obter rendimentos ainda
maiores (BUCKERIDGE, et al., 2010).
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3.3.3. Processo fermentativo

A terceira etapa no processo de producdo de etanol celulésico € a
fermentacdo. Nessa etapa, os agucares liberados na hidrolise da celulose e da
hemicelulose sdao metabolizados pelos microrganismos a etanol.

Os principais agucares decorrentes da hidrélise da biomassa sdao a
glicose e a xilose. Na levedura Sacharomyces cerevisiae, a glicose é captada
por transportadores codificados por genes da familia HXT. Apo6s ser
transportada, a glicose é fosforilada e transformada em piruvato na via
glicolitica. O piruvato € entdo convertido em etanol por meio da fermentagéo
etandlica. A xilose, por sua vez, segue outra via. A levedura S. cerevisiae nao
possui um transportador especifico para esse agucar, por isso, na célula, a
xilose é transportada pelos transportadores de hexoses (HXT). No entanto, a
afinidade desses transportadores por glicose é maior, dificultando a captacao
de xilose pela célula na presenca de glicose. No interior da célula, a xilose é
transformada em xilitol e em seguida em xilulose. A xilulose formada entra
entdo na fase ndo oxidativa da via das pentoses fosfato (PPP). O produto
dessa via segue pela via glicolitica, sendo transformado em piruvato, que é
convertido em etanol. Sacharomyces cerevisiae possui 0s genes que codificam
enzimas que metabolizam xilose, no entanto sua expressdo é muito baixa, o
que impede a conversao de xilose em etanol (MATSUSHIKA et al., 2009;
RUBIO-TEXEIRA et al., 2009; OREB et al., 2012).

3.3.3.1. Microrganismos fermentativos

Pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando o isolamento de
linhagens de leveduras capazes de crescer e fermentar em altas temperaturas.
Dentre os microrganismos isolados, destacam-se, principalmente, os das
espécies Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus.

Saccharomyces cerevisiae é o principal organismo utilizado na
fermentacao etandlica no Brasil e no mundo. Esse microrganismo é capaz de
fermentar sacarose a etanol com altos rendimentos, alta produtividade, além de
tolerar altas concentragdes de etanol comparado com outras linhagens de
leveduras, ter capacidade de crescer em baixos valores de pH, tolerancia a
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inibidores, comparado a outras linhagens, e ser genética e fisiologicamente
conhecido.

Nos ultimos anos, a espécie K. marxianus tem sido adotada pela
industria, principalmente porque possui caracteristicas que sdo desejaveis para
aplicagdo biotecnolégica, as quais incluem a termotolerancia. Nesse caso,
algumas linhagens sdo capazes de crescer em temperaturas acima de 45 °C.
Cita-se, ainda, a capacidade de assimilar ampla variedade de substratos.
Muitos dos agucares que essa espécie € capaz de assimilar estao presentes na
biomassa lignoceluldsica. Essas caracteristicas, juntamente com a capacidade
de algumas cepas de fermentar xilose em etanol celulésico com altos
rendimentos, tém despertado interesse de sua aplicagdo em processo de
producéo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica (LANE et al., 2011).

3.3.3.2. Formas de conducao do processo fermentativo

A hidrdlise enzimatica e a fermentacdo podem ser realizadas
separadamente, no chamado processo de sacarificacdo e fermentacao
separadas (SHF), ou combinadas, na chamada sacarificacdo e fermentacao
simultanea (SSF). Independentemente da forma de condugdo, é importante
manter elevada concentracao de carboidratos na etapa de hidrolise, de forma a
se obter elevada concentracao de etanol no processo fermentativo (GALBE e
ZACCHI, 2010).

Sacarificacao e fermentacao separadas

Nesta forma de conducdo, realiza-se inicialmente a hidrélise da
biomassa. Apds a hidrélise, o meio € centrifugado, o sélido ndo hidrolisado é
descartado e no meio liquido é inoculado o microrganismo fermentativo. O
processo prossegue até o consumo dos agucares presentes no meio. Uma
vantagem desse processo é a possibilidade de realizacdo de cada etapa,
hidrélise e fermentacdo, nas condigcdes oOtimas de acdo das celulases e
crescimento do microrganismo (OLOFSSON et al.,, 2008). Neste caso, a
hidrélise é realizada proximo de 50 °C, que € a temperatura étima de atuacéo

das celulases e a fermentacdo na temperatura O6tima de crescimento do
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microrganismo abaixo de 37 °C. A desvantagem que pode ocorrer € a inibicao
parcial das celulases pelo acumulo de celobiose e glicose. Essa inibicao influi

negativamente na conversdo da biomassa em glicose (WANG et al., 2012).
Sacarificacao e fermentacao simultaneas

Foi demonstrado que maiores rendimentos em etanol poderiam ser
obtidos por sacarificagdo e fermentagdo simultaneas (SSF), em comparagéao
com processos de hidrélise e fermentacdo separadas (SHF) (TOMAS-PEJO et
al., 2008; SANTOS et al., 2010). Nessa forma de conducao, a hidrélise e a
fermentacdo sao realizadas simultaneamente, em um mesmo recipiente.
Assim, inoculam-se no mesmo recipiente, a0 mesmo tempo, as celulases e 0s
microrganismos.

Nesse processo, a glicose liberada na hidrdlise é concomitantemente
utiizada pela levedura, impedindo seu acumulo no meio reacional e,
consequentemente, diminuindo a inibicdo das celulases pelos produtos de
hidrélise, celobiose e glicose (OLOFSSON et al., 2008). Varios estudos tém
mostrado que o rendimento em etanol € maior quando conduzido por SSF do
que quando se utiliza o SHF, ambos para madeira de fibras longas e residuos
agricolas, caso do bagaco e da palha da cana-de-acucar (OHGREN et al.,
2007).

Comparado com o processo em dois estagios, com hidrolise e
fermentacao separadas, o SSF tem diversas vantagens: (1) melhora a taxa de
hidrolise pela conversdo simultanea dos agucares que inibem a atividade das
celulases; (2) diminui o requerimento de enzimas; (3) aumenta o rendimento;
(4) diminui o requerimento de condicbes estéreis, ja que a glicose é removida
imediatamente do meio; e (5) diminui tempo total do processo. A principal
desvantagem que precisa ser considerada no processo SSF é a
incompatibilidade de temperatura de hidrélise e fermentagdo, o que torna
necessaria a utilizacdo de cepas de microrganismos termotolerantes (SUN E
CHENG, 2002; OLOFSSON et al., 2008; SAHA et al., 2011).
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Pré-sacarificacao

O processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas pode ser
antecedido por uma etapa de pré-sacarificagdo. A funcdo dessa etapa é
fornecer uma fonte de carbono inicial para a levedura, uma vez que a biomassa
esta na forma de polimero que nado € uma fonte de carbono diretamente
fermentesciveis. Foi demonstrado que a pré-sacarificacdo leva a rapida
dissolucdo e boa mistura do substrato no meio, resultando em maior
rendimento de etanol no final do processo (SANTOS et al., 2010). De Santos et
al. (2012) demonstraram que a concentracao inicial de glicose é o principal
fator que afeta o rendimento em etanol no processo SSF, dai a importéncia

dessa etapa no processo.

3.4. Inclusao da producao de etanol celuldsico anexo a destilaria padrao

Por ser um dos maiores produtores de cana-de-agucar e de etanol
(primeira geragado), com tecnologia ja consolidada e custos altamente
competitivos, o Brasil apresenta um ambiente muito favoravel para hidrélise do
bagaco e da palha, bem como conversdo dos agucares em etanol celuldsico
(ROSSEL e ZAINAGHI, 2008).

O modelo de inclusdao seria integrar o processo de hidrélise a uma
destilaria de etanol padrao, utilizando como matéria-prima o bagago e a palha
de cana. A tecnologia empregada nesse modelo de integracédo se fundamenta
na proposta da IOGEN Coporration, localizada em Ottawa (Canada). Nesse
modelo, apds o pré-tratamento do bagaco com vapor e acido sulfarico, ocorrem
a hidrélise enzimatica do material pré-tratado em suspensado aquosa e os poés-
tratamentos do licor de hidrélise (CGEE, 2009) (Figura 16).
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Figura 16. Processo de hidrélise anexo a destilaria padréao.
Fonte: CGEE, (2009).

O processamento seria continuado da destilaria padréo, na qual o licor
seria adicionado ao caldo de cana tratado e pré-concentrado para formar o
mosto. O processo de fermentacdo etandlica, destilacdo, retificacdo e
desidratacdo do etanol e tratamento do vinhoto seriam realizados também na
destilaria, agora redimensionada para atender a producéo adicional de etanol
(CGEE, 2009).

A destilaria proveria as utilidades necessarias para operagdao da

hidrélise: agua de processo, de resfriamento, vapor e energia elétrica, assim
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como facilidades de estocagem de matéria-prima e etanol final (ROSSEL e
ZAINAGHI, 2008). Segundo Bonomi, (2010), os processos de pré-tratamento
com 4&cido sulfarico ou pré-tratamento hidrotérmico emergem como as
alternativas tecnoldégicas mais promissoras para a instalacdo de unidades de
hidrélise anexas a destilaria padréo.

Por fim, é sabido que o setor sucroenergético brasileiro tem um papel
fundamental no mercado mundial de biocombustiveis, devido aos 0s macicos
investimentos no setor e as condicdes geograficas e climaticas Unicas. As
tecnologias de segunda geracdo trardo aos empresarios brasileiros maior
variedade no portfélio de produtos. As atuais usinas de cana-de-agucar serao,
efetivamente, refinarias de biomassa, ou biorrefinarias, conforme exemplificado
na Figura 17. (AMBROSIO, 2011).

Cogeragao (eletricidade)
Combustio (vapor)
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Figura 17. Representacdo de uma biorrefinaria de cana-de-agucar.
Fonte: Ambrdsio, (2011).
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O desenvolvimento de novas tecnologias que levem ao aproveitamento
de todo o potencial econémico e energético da cana-de-agucar é de
fundamental importancia, devendo ser considerada, ainda, a sustentabilidade
das cadeias produtivas — 0 que passa por uma avaliagao criteriosa dos

impactos ambientais, econémicos e sociais.
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4. MATERIAL E METODOS

O método empregado para caracterizacdo quimica da palha de cana-de-
acucar antes e apds a etapa do pré-tratamento e na etapa de hidrélise, assim
como a descrigdo experimental da otimizagdo do pré-tratamento hidrotérmico e

da hidrélise enzimatica s&o descritas nos itens a seguir.

4.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada nos experimentos foi a palha (folhas e
ponteiros) de cana-de-acucar cultivar RB867515, sendo esta a cultivar mais
plantada no pais, segundo o Censo Varietal de cana-de-agucar, 2011.
Proveniente de uma mesma safra a palha foi colhida manualmente apés a
colheita mecanizada da cana em diferentes estados do Brasil: Sdo Paulo,

Minas Gerais, Parana, Alagoas e Mato Grosso.

4.2. Preparacao da palha de cana-de-acucar

A palha foi colhida no campo ap6s a colheita mecanizada e secada a
temperatura ambiente durante quatro dias, com constante homogeneizagao.
ApGs a secagem, a palha foi submetida a um processo de moagem, utilizando-
se um moinho de facas marca Wiley Mill. Apds o tratamento fisico a palha foi
classificada por meio de um conjunto de peneiras, sendo a fracao utilizada para
analises a que passou pela peneira de 40 mesh e ficou retida na peneira de 60
mesh. Esperou-se, entdo, que a amostra atingisse seu teor de equilibrio de
umidade, sendo aclimatadas em sala climatizada com controle interno de
temperatura e umidade relativa (23 + 1°C e UR% de 50 + 2%), e armazenou-se
toda a amostra em recipientes hermeticamente fechados. Os teores de
umidade das amostras foram determinados de acordo com a norma TAPPI T
264 om-88.

Para conseguir um material peneirado homogéneo constituido de parte

fibrosa que foi utilizada no experimento, esse processo foi repetido inUmeras
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vezes até obter uma quantidade minima para a realizacao dos experimentos,

aproximadamente 200 g.

4.3. Determinacao do teor de umidade

A determinacdo de umidade nas amostras é importante para apresentar
os resultados em termos de biomassa seca. Foram pesados béqueres de 50
mL (M+) previamente secos em uma estufa a 105 °C durante quatro horas e
colocados em um dessecador até atingirem a temperatura ambiente. Amostras
de 2 g da palha foram pesadas nos béqueres (M), e levadas a estufa a 105 °C
para secagem até massa constante com variagdo em + 0,001 g na umidade
atual apds 1 h de reaquecimento da amostra. Apos este periodo, as amostras
foram retiradas da estufa e colocadas num dessecador e pesadas novamente
(M3). Para calcular o teor de umidade nas amostras utilizou-se a seguinte

equagao:

M, — M;
My— M,

% Teor de Umidade = ( ) X 100

M; = massa do béquer vazio (g)
M, = massa da amostra umida com béquer (g)

Ms; = amostra absolutamente seca com béquer (g)
4.4. Determinacao do Poder Calorifico

Os materiais foram avaliados quanto ao Poder Calorifico Superior (PCS);
que é o poder calorifico obtido em combustao e realizado a volume constante,
onde a agua formada pela combustdo é condensada. Nesse tipo de
determinacao, foi utilizada uma bomba calorimétrica marca Parr, modelo 6300.
Esta analise foi realizada seguindo a norma ABNT NBR 8633/84 e o manual do

calorimetro.
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4.5. Caracterizacao quimica da palha de cana-de-acucar

A caracterizagdo quimica das amostras da palha de cana-de-agucar foi
realizada em triplicata no Laboratério de Celulose e Papel da Universidade
Federal de Vigcosa. Foram realizadas as seguintes analises quimicas: teor de
carboidratos (glicanas, xilanas, galactanas, mananas, arabinanas, grupos de
acetila e acidos urénicos), lignina (soltvel e insoluvel e total), extrativos totais,
cinzas e minerais (Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu e P).

4.5.1. Determinacao dos teores de carboidratos

A determinacgéao dos teores de carboidratos foi realizada por hidrélise dos
polissacarideos pelo método Saeman seguido pela quantificacdo dos acucares
resultantes por meio de cromatografia de troca i6nica. As amostras (palha
moida) foram hidrolisadas com H>SO, (72%) a 30 °C com agitacdo ocasional
durante 1 h. A mistura foi entdo diluida com agua deionizada para se obter a
concentragdo de H,SO* & 3%, que em seguida, foi transferida para um frasco,
selado e aquecido a 120 °C durante 1,5 h numa autoclave. A suspenséo
resultante foi filtrada, e o filtrado foi analisado por Cromatografia I6nica (IC-
3000 Dionex) com um detector amperométrico pulsado (HPAE-PAD). A
separacdo de acucares foi conseguida utilizando uma coluna de protecéao
Carbo-Pac PA1 e uma coluna analitica conectadas em série. A agua foi
utilizada como eluente a uma taxa de 1,0 mL/min e a temperatura da coluna foi
mantida a 28 °C. Os picos dos cromatogramas das amostras foram
comparados com os padrbes dos agucares a serem analisados (item 4.5),
sendo a quantificagdo feita pela area do analito em uma curva de calibragéo de
cada composto, conforme a norma TAPPI 222 om-88.

4.5.2. Determinacao de extrativos

Para a determinacédo do teor de extrativos totais presente na palha de
cana-de-agucar utilizou-se para a extragdo: alcool:tolueno (1:2), alcool 95% e
agua quente nesta ordem de polaridade, segundo a norma adaptada de TAPPI
T 204 om-88 e TAPPI T 264 om-88. Pesou-se cerca de 1,5 g de palha moida

54



em cartucho de extracao e colocou-se para ser extraidos no aparelho soxhlet.
Foram adicionados no baldo do extrator 150 mL de alcool:tolueno (1:2) e certa
quantidade de perolas de vidro para maior controle da ebulicdo. A extracédo
termina quando o solvente que se encontra ao redor do cartucho de extragéao
fica incolor, aproximadamente 5 horas. Ao final deste tempo o cartucho foi
retirado e colocado para secar. A extracdo foi repetida substituindo
alcool:tolueno (1:2) por alcool 95%. Apds a segunda extragcdo o cartucho foi
seco, e a amostra retirada do cartucho e colocada no béquer de 400 mL
contendo 300 mL de agua deionizada em seguida levada ao banho-maria a
temperatura de ebuligdo por 1 hora. Posteriormente, a amostra foi filtrada,
lavada com agua deionizada quente e levada para estufa a 105 °C até massa
constante. A quantificacdo do conteudo de extrativos totais € descrita na
equacao abaixo:

, , m.s.da.—m.s.p.
Extrativos totais (%) = X 100
m.s.a.

m.s.a. = massa seca antes da extragéo

m.s.p. = massa seca apos a extragao

4.5.3. Determinacao do teor de lignina insoluvel e soluvel

Apbs a remocao dos extrativos, cerca de 300 mg da amostra (palha
moida) foi transferida quantitativamente para um tubo de ensaio de
aproximadamente 60 mm de comprimento e 15 mm de diametro. Em seguida,
foi adicionado acido sulfurico 72% (3 mL; resfriado a 10-15 °C), e o conjunto foi
mantido em banho-maria a 30 £ 0,2 °C por 1 h, mantendo-se frequentemente a
agitacdo com bastdo de vidro. Apbés esse tempo, transferiu-se
quantitativamente a mistura para um frasco de vidro e esse foi fechado
hermeticamente, com tampa de borracha e lacre de aluminio. Colocou-se o
frasco numa autoclave calibrada para 118 °C e 27 psi, mantida a temperatura
maxima por 1 h. A mistura foi filtrada em cadinho de vidro previamente
preparado com uma camada de éxido de aluminio (2-3 mm) e pesado. A lignina
retida no cadinho foi lavada com &gua destilada quente até a completa
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remocao do acido. O cadinho foi secado em estufa a 105 £ 3 °C até peso
constante, sendo em seguida determinado o peso da lignina e, finalmente, o

teor de lignina Klason da amostra.

Peso do residuo em gramas

x100

Teor de Lignina Klason Insoliivel = —
Peso inicial da amostra (a.s.) em gramas

O filtrado da lignina Klason (~500 mL) foi diluido e transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 1 L e, em seguida, analisado
por absor¢éo no ultravioleta nos comprimentos de onda de 280 nm e 215 nm. A
quantidade de lignina soluvel no filtrado foi determinada pela seguinte férmula:

(4=538 x AZIS)_ Azso
300x P

Teor de LigninaSoluvel = x100

em que:

As15 = absorvancia obtida no comprimento de onda de 215 nm;

Aogo = absorvancia obtida no comprimento de onda de 280 nm; e

P = peso absolutamente seco (g) da amostra utilizada na determinacado da
lignina Klason.

4.5.4. Determinacao do teor de cinzas

Para determinagdo do teor de cinzas na palha de cana-de-agucar,
pesou-se 1 g da amostra (palha moida) em trés cadinhos de porcelana
previamente tarados. Em seguida os cadinhos foram tampados e levados para
mufla a temperatura de 575 °C, permitindo deste modo a incineragéo inicial.
Mantendo a mufla a 575 °C, a tampa foi retirada do cadinho permanecendo por

mais 3 horas. Apos a calcinagao, os cadinhos foram resfriados em dessecador
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até temperatura ambiente e pesados. A calcinacdo foi repetida até atingir
massa constante. O teor de cinzas foi calculado pela equagéo abaixo:

Pc
Teor de cinzas (%) = - X 100

Pc = peso das cinzas;
P = peso da amostra seca em estufa.

4.5.5. Determinacao do teor de minerais

A quantificacdo dos minerais (item 4.5) foi realizada por
espectrofotometria de absor¢cao atbmica no Laboratério de Espectrofotébmetria
Atémica — Departamento de Solos — UFV. Foram pesados 0,5 g da palha de
cana-de-agucar em seguida foi adicionado 1 mL de acido nitrico p.a 65%. Fez-
se uma pré-digestao da amostra por aproximadamente 12 h, tempo suficiente
para que a palha fosse completamente digerida. Em seguida foi adicionado
mais 3 mL de &acido nitrico. Os tubos de digestdo foram levados para bloco
digestor com a elevacao gradual da temperatura até + 95 °C. Com a digestao
da amostra até a metade em relacdo ao volume inicial adiciona-se 2mL de
acido perclérico p.a 70%, aumentando a temperatura gradativamente até *
150°C, até o completo clareamento das amostras no tubo digestor. Em seguida
as amostras foram retiradas do bloco, resfriadas em temperatura ambiente,
com extrato digerido (cerca de 2 mL) completando o volume com &gua
destilada para 25 mL. Visando anular o efeito da variagdo espacial da
temperatura dentro do bloco digestor, os tubos de digestdo contendo as

amostras foram distribuidos ao acaso.

4.6. Planejamento experimental do pré-tratamento hidrotérmico

No Laboratério de Celulose e Papel da Universidade Federal de Vicosa
foi testado o pré-tratamento hidrotérmico com a finalidade de remover a

57



hemicelulose e parte da lignina da palha de cana-de-acucar objetivando
disponibilizar a celulose para o processo de hidrélise enzimatica. Este processo
foi escolhido pelas vantagens oferecidas, em especial por nado utilizar
reagentes quimicos poluentes o que minimiza os impactos ambientais e reduz
0s custos envolvidos no processo.

Foram realizados planejamentos experimentais para o pré-tratamento
hidrotérmico visando a otimizacdo do mesmo, ou seja, determinar a maior
concentragao de glicose liberada em determinada condi¢cdo de pré-tratamento.
O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi realizado com seis
repeticdbes no ponto central e a interacdo de trés variaveis independentes:
temperatura (°C), tempo (min) e relagdo palha/agua (%). A matriz DCCR
gerada pelo software Design-Expert 7.0, para as trés variaveis gerou vinte
ensaios. O efeito dessas variaveis foi estudado em 5 niveis experimentais: -a, -
1,0, 1, + a, onde a=2"* , n é igual ao nimero de variaveis e 0 corresponde ao
ponto central. Com base na revisdo de literatura forma definidos trés niveis de
cada variavel analisada: (1) temperatura (°C): 170, 190 e 210; (2) tempo (min):
5, 10 e 15; (3) relacao palha/agua (5): 10, 12,5 e 15 em 200 mL de agua.

A relacao entre as variaveis e a resposta (concentracao de glicose) foi

calculada atraveés da seguinte equacao polinomial de segunda ordem:
Y=ap+2 axi+ 2 a,-,-x2 + zainin
Onde Y representa a variavel resposta, ap é o coeficiente de intercepcao,
aj é o coeficiente linear do efeito, a;é o coeficiente quadratico do efeito e g; € o
coeficiente de efeito de interagdo. x; e x; denotam os niveis codificados das
variaveis X; e X; nos experimentos. A variavel X; serd codificada como x; de
acordo com a seguinte equacao de transformacao:

Xic (Xi-Xo)/A Xi

Onde x; é o valor adimensional codificado da variavel X;, X,é o valor de
Xino ponto central, e A X; é o ponto de etapa.
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No processo de pré-tratamento hidrotérmico, colocou-se a mistura palha
de cana-de-agucar in natura e agua no reator Parr com agitador e termémetro
internos em alta temperatura e pressao. O tempo de reagao foi cronometrado a
partir do momento que atingiu a temperatura estabelecida no planejamento
experimental. Apds a reacao, foi retirado do reator o licor negro e a celulignina
separadamente. Em seguida a celulignina foi lavada em &gua corrente até
atingir pH neutro e colocada na centrifuga de secagem por 4 minutos a 800
rpm para promover sua desagregacao e secagem.

Apés a lavagem da palha pré-tratada foi reservada uma parte para a
caracterizacao quimica e outra parte para a etapa de hidrolise enzimatica.

4.7. Hidrdlise enzimatica da palha pré-tratada

Para avaliar o efeito das diferentes condicoes de pré-tratamento
hidrotérmico na palha de cana-de-agucar foi realizado a hidrélise enzimatica
para cada um dos ensaios do planejamento experimental.

Apébs a etapa de pré-tratamento, pesou-se 4 g (massa seca) da palha
pré-tratada de cada ensaio em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de
tampao citrato 50 mmol/L™". O pH das amostras foi ajustado para pH 4,8, valor
de pH 6timo para enzimas. Em seguida os erlenmeyers foram entdo fechados,
para que nao houvesse uma alteracdo consideravel dos volumes reacionais e
incubados em um shaker com rotacédo constante de 150 rpm e temperatura de
50 °C durante todo o processo de hidrélise. Utilizou-se enzima comercial
(Celluclast 1.5 L, Novozymes) na concentragcdo 15 FPU por grama de
substrato. Aliquotas de aproximadamente de 1 mL foram coletadas em
periodos de tempo pré-determinado, isto é, 0, 12, 24, 26, 36, 48,60, e 72 h e
entdo, centrifugadas e retiradas o sobrenadante para anélise da concentracao
de glicose na amostra por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, (CLAE),
marca Shimadzu acoplado a um detector de indice de refracao (RID- 10 A),
equipado com coluna marca BIO-RAD Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) e
pressdao de 134 kgf. As amostras foram analisadas nas seguintes condi¢des:
temperatura da coluna de 60 °C, fase mével &cido sulfarico 5 mmol/L™, fluxo de
0,6 mL/min”' e volume injetado de 20 pL da amostra, com tempo de retencédo
de 30 minutos.
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4.8. Analise estatistica

No Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), os resultados
foram analisados estatisticamente por meio de andlises de variancia e de
regressdo. Por meio da analise da Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR), foram determinadas as melhores condigbes de pré-tratamento
hidrotérmico para a palha de cana-de-agucar. As relagbes entre as variaveis e
as respostas podem ser mais bem compreendidas, ficando explicito o
comportamento de cada variavel individual e suas interacdes sobre a resposta
estudada, neste caso, concentragao de glicose.

Os resultados foram analisados utilizando o software Design-Expert 7.0
ao nivel de significancia de 95% (p<0,05). Foi considerado para o delineamento
de selecao de niveis das variaveis o valor de 95% (p<0,05) para o DCCR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao quimica da palha de cana-de-acucar em diferentes
estados do Brasil

Visando o aproveitamento da palha de cana-de-agucar cultivar
RB867515 no processo de producdo de etanol celuldsico, realizou-se a
caracterizacao quimica da palha de cana-de-agucar proveniente de diferentes
estados do Brasil: Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Alagoas e Mato Grosso.

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios e o nivel de confianga
de 95%, para a composi¢cdo quimica da palha de cana. Observa-se que 0s
compostos quimicos presentes na palha em maior quantidade foram: a
celulose, as hemiceluloses e a lignina, e em menores quantidades encontram-
se cinzas e extrativos. No processo de etanol celuldsico, quanto maior teor de
celulose melhor, pois reflete em pré-tratamentos menos severos e de menor
custo como também maiores quantidades de glicose liberada na hidrélise. O
menor teor de lignina reflete um melhor acesso das celulases nas ligacoes
glicosidicas presentes na celulose e, consequentemente, maior rendimento em

glicose na sacarificagao.

Tabela 5. Composicdo quimica da palha de cana-de-acucar em diferentes
estados do Brasil.

Palhade | Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas Extrativos | Total
cana %
MG 45,30 31,51 16,70 5,90 16,10 99,41
SP 44,44 30,70 19,80 3,90 16,70 98,84
PR 44,98 30,92 18,90 4,80 16,80 99,60
MT 43,57 30,53 19,40 5,30 16,70 98,80
AL 43,02 31,85 20,20 4,40 14,10 99,47
Média | 4426+1,35 | 31,10+0,78 | 19,01 +1,95 |4,86+1,10 | 16,68 £2,83

*Intervalo de confianga calculado das médias para a = 5%.

Pode-se observar que a concentragdo média de celulose encontrada na

palha de cana-de-acucar (44,26%) € comparavel aos publicados na literatura,
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tais como: (41,8%) Carvalho (2012); (40,1%) Goméz et al., (2010) e (42,1%)
Pitarelo (2007). Os valores de hemicelulose médios (31,10%) sdo superiores
aos encontrados para o bagaco de cana (24%); madeira (25%); palha de arroz
(26,4%); palha de cevada (27%) e palha de sorgo (26,04%) (SANTOS et al.,
(2012); CARDOSO, (2012). No caso da lignina (19,01%) foi inferior aos
encontrados no bagago por Samaniego (2007) (22,82%) e Pitarelo (2007)
(40,7%) e ligeiramente superior aos encontrados por Carvalho (2012) (16,2%).

Em relagdo a quantidade de cinzas é preciso levar em consideracao as
diferentes concentracdes de cinzas dependendo do estado e como foi coletada
a palha de cana. A palha localizada préxima ao solo apresenta concentracao
de cinzas em torno de 7 a 8%. J& a palha proveniente do meio da cana e as
folhas verdes apresentam quantidade de cinzas em torno de 2 a 3% (SOTELO
e CORREA, 1999). No Estado de Sao Paulo a concentracdo de cinzas da
palha foi (3,90%), enquanto em Minas Gerais e no Mato Grosso obteve 5,90 e
5,30%, respectivamente. Pitarelo (2007) obteve teores de cinzas (11,7%) na
palha de cana superiores aos encontrados no presente trabalho.
Concentragdes elevadas de cinzas podem diminuir o potencial energético da
matéria-prima para o processo de fermentagdo, acarreta um aumento na
capacidade tamponante da matéria-prima, levando a uma neutralizagdo parcial
dos catalisadores acidos responsaveis pela hidrélise parcial dos
polissacarideos constituintes da biomassa, além de causar maior abrasao e
corrosdao dos equipamentos (PITARELO, 2007). O percentual médio de
extrativos encontrados na palha (16,68%) € ligeiramente maior aos
encontrados por Carvalho (2012) na palha (12,2%) e no bagacgo (15,0%).
Pitarelo encontrou valores para palha de 11,5% e para o bagago 6,8%. Estas
diferengas nos resultados podem ser devidas a diferentes técnicas de analises
empregadas.

A composicdo quimica da palha de cana varia em funcdo de diversos
fatores, incluindo a prépria genética da planta, as condi¢cées edafoclimaticas da
regido, estagio de desenvolvimento, bem como o sistema de colheita e
armazenamento (HAMES et al., 2003).

A fim de verificar qual o percentual total de massa alcancado pela
caracterizagcdo quimica do presente trabalho, os percentuais individuais dos

componentes quimicos na palha sem extrativos foram somados, como foi
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observado na Tabela 5. Os somatorios foram realizados com os valores
encontrados para cada componente (celulose, hemicelulose, lignina e cinzas),
excluindo-se o intervalo de confianca associado aos resultados médios,
apresentando um balango de massa entre 99,80 a 98,84% para a palha de
cana entre os estados avaliados. Esses valores estdo dentro da faixa (98 a
102%) preconizada por Marabezi, (2009).

Os minerais presentes na palha de cana-de-agucar sdo essenciais para
o crescimento e desenvolvimento da cana-de-agucar, mas também participam
de inumeras reagdes intermediarias dentro das diferentes rotas metabdlicas da
planta, até a producao final, por exemplo, o acucar (FILHO et al., 2003).
Observado por varios pesquisadores, o estado nutricional da cana-de-agucar
tem influéncia direta na taxa fotossintética e no metabolismo da sacarose,
tendo como consequéncia, efeitos na produtividade,
lucratividade do canavial (MEINZER e ZHU, 1998).

De modo geral, as concentragbes dos minerais variaram muito entre os

longevidade e

diferentes locais onde foi coletada a palha. Com excecdo do cobre, todos os

minerais avaliados foram encontrados na palha de cana (Tabela 6).

Tabela 6. Teor de minerais (Mg, K, Ca, Mn, Fe, Cu e P) da palha de cana-de-
acucar em diferentes estados do Brasil.

Palha de Mg K Ca Mn Fe Cu P
cana mg/Kg palha
MG 2031,90 1033,33 6617,81 158,85 169,94 0,00 | 310,34
SP 1723,48 5647,76 2830,87 96,08 269,08 0,00 | 345,71
PR 1038,70 4333,33 2880,20 81,77 599,27 0,00 | 429,82
MT 690,31 4100,00 1599,26 18,65 869,74 0,00 | 439,98
AL 814,50 1750,00 1742,11 12,43 646,92 0,00 | 263,92
o 1143,93 2804,20 3209,93 67,87 571,47 0,00 | 361,07
Media + 328,54 +832,56 | £1185,74 | £33,46 | +202,45 | £0,00 | +77,86

*Intervalo de confianga das médias para a = 5%.

A palha de cana coletada em Minas Gerais apresentou os maiores

teores para o magnésio (2031,90 mg/Kg), calcio (6617,81 mg/Kg) e 158,85
mg/Kg de manganés. Ja em Mato Grosso foi verificado na palha maiores teores

de ferro e fésforo, 869,74 mg/Kg e 439, 98 mg/Kg, respectivamente. Os
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maiores teores de potassio foram encontrados na palha de Sao Paulo (5647,76
mg/Kg), Parana (4333,33 mg/Kg) e Mato Grosso (4100 mg/Kg). Essas
variagbes nos teores dos minerais podem ser atribuidas a fatores como o
cultivo e o manuseio da cana-de-agucar. Em relagdo ao cultivo, a quantidade e
o tipo de adubo influenciam nas caracteristicas dos minerais presentes na
cana, € 0 manuseio € responsavel pela agregacao de particulas estranhas de
origem mineral que dependem do lugar onde a biomassa é estocada e/ou
acondicionada (GOMEZ et al., 2010).

Tendo em vista o aproveitamento da palha de cana-de-agucar para o
processo de processo de combustao, foi realizada analise do poder calorifico
superior na palha (Tabela 7). Em Sao Paulo foram encontrados um poder
calorifico de 19,20 MJ/kg, Alagoas 19,30 MJ/kg, Minas Gerais 18,80 MJ/kg,
Mato Grosso 18,80 MJ/kg e Paranda 19,00 MJ/kg. Os resultados obtidos
corroboram com os encontrados na palha de cana por Carvalho, (2012) (18,17
MJ/kg), Ramos e Paula, (2011) (18,07 MJ/kg) e Goméz et al., (2010) (19,98
MJ/kg).

Tabela 7. Poder calorifico da palha de cana em diferentes estados do Brasil.

Palha de cana POd?;n?J?Il;;iﬁco
MG 18,80
SP 19,20
PR 19,00
M 18,80
AL 19,30

Todo esse potencial energético da palha pode mais do que dobrar a
quantidade de energia que se obtém da cana na industria, que atualmente
aproveita somente o bagaco. O uso da biomassa lignocelulésica (palha de
cana) para producdo de energia apresenta menores problemas de poluicao
quando comparada aos combustiveis fosseis, ja que a emissdao de CO, da
gueima da biomassa na atmosfera geralmente é compensada pela absorgcéo
nos plantios subsequentes (INGHAM, 1999).

Segundo Quirino et al., (2005) o rendimento energético de um processo

de combustao de biomassa depende de sua constituicdo quimica, onde 0s
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teores de celulose, hemiceluloses, lignina, extrativos e cinzas variam entre a
espécies e nas condicdes de cultivo.

Os resultados encontrados permitem concluir que as condi¢coes
edafoclimaticas dos estados avaliados pouco influenciam na composigao
quimica da palha de cana-de-agucar, especialmente, em relagdo a celulose,
hemicelulose e lignina. Diante disso, para dar prosseguimento nas etapas
subsequentes, foi escolhida a palha de cana-de-agucar oriunda do Estado de

Minas Gerais.

5.2. Otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico

A otimizagdo do pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-
acucar, através do planejamento experimental, objetivou maximizar a hidrélise
da celulose, estudando as variaveis do processo: temperatura; tempo e relacdo
palha/agua. Com base nos estudos preliminares foram definidos os niveis de

cada variavel analisada (Tabela 8).

Tabela 8. Faixa de valores estudados no planejamento composto central.

- Niveis
Variaveis
-a -1 0 +1 -a
Temperatura (°C) 156,36 170 190 210 223,64
Tempo (min) 1,59 5 10 15 18,41
Palha/agua (%) 8,30 10 12,50 15 16,70

Uma das metodologias de superficie de resposta, o Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) foi aplicado para determinacdo dos
niveis étimos das trés variaveis selecionadas (temperatura, tempo e relagao
palha/agua). Para isso, foram realizados no total de 20 ensaios com diferentes
combinacdes dos fatores selecionados. O ponto central foi repetido seis vezes
para estimativa do erro. A Tabela 9 apresenta a matriz do delineamento fatorial

completo com as condi¢des de cada ensaio de pré-tratamento hidrotérmico.
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Tabela 9. Matriz DCCR com as diferentes condigbes de pré-tratamento.

Ensaio Temperatura Tempo Palha/Agua
(°C) (min) (%)
1 170 5 10
2 210 5 10
3 170 15 10
4 210 15 10
5 170 5 15
6 210 5 15
7 170 15 15
8 210 15 15
9 156,36 10 12,5
10 223,64 10 12,5
11 190 1,59 12,5
12 190 18,41 12,5
13 190 10 8,30
14 190 10 16,70
15 190 10 12,5
16 190 10 12,5
17 190 10 12,5
18 190 10 12,5
19 190 10 12,5
20 190 10 12,5

Em todos os ensaios foram medidas as concentracbes de glicose
liberadas durante a hidrolise enzimatica e o rendimento em termos de massa

com base na caracterizagao quimica da palha pré-tratada.

5.2.1. Efeito do pré-tratamento hidrotérmico sobre a composicao quimica
da palha

A Tabela 10 mostra os resultados de caracterizacdo da palha de cana-
de-acucar in natura e ap0s o pré-tratamento hidrotérmico. Observa-se que a
composi¢do quimica da palha in natura apresenta quantidades menores de
celulose (45,30%) e lignina (16,70%) quanto comparadas com a palha pré-
tratada. No entanto, a concentragdo de hemicelulose (31,51%) presentes na
palha in natura foi bem maior com relagéo a palha submetida ao pré-tratamento

hidrotérmico que ficou na faixa de 17,06 a 2,07%. Esses resultados corroboram
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com os encontrados por Garrote et al., (1999), que em temperaturas de 150 a
230 °C o pré-tratamento hidrotérmico solubiliza grande parte da fragdo
hemicelulésica sem afetar a celulose e a lignina. No entanto, em condi¢des
mais severas de temperaturas (260 a 270 °C), a celulose e a lignina podem ser
solubilizadas em até 20% e 60%, respectivamente (BIERMANN et al., 1984).

A maior remoc¢ao de hemicelulose (93,43%) ocorreu na condicao de 223
°C por 10 min e na condigdo de 210 °C por 15 minutos com 92,54% de
hemicelulose. Esses resultados estdo proximos aos encontrados por Silva,
(2009), que avaliando o bagaco de cana em diferentes condicbes de pré-
tratamento hidrotérmico encontrou 88,7% de hemicelulose removida para a
condicao de 195°C por 10 minutos.

Verifica-se ainda que a variavel temperatura tem maior efeito sobre os
constituintes da palha de cana em relacdo ao tempo. Observa-se que na
temperatura de 170 °C houve pequena diferenca entre os valores encontrados
para celulose (46,74 e 47,33%), hemicelulose (14,54 e 16,49%) e lignina (24,54
e 25,81%). Na temperatura de 190 °C o valores de celulose 52,53, 52,35 e
50,63% nos tempos de 1,59, 18,41 e 10 minutos, respectivamente, também
variaram pouco o que também pode ser observado para lignina. No entanto,
nessas condigbes de temperatura e tempo os valores de hemicelulose
mostraram que o tempo de 1,59 minutos solubilizou menos hemicelulose
(12,58%) quanto comparada aos tempos de 18,41 (6,16%) e 10 minutos
(6,72%). Em temperaturas de 210 e 223 °C os valores de celulose,
hemicelulose e lignina pouco variaram em funcao do tempo (5,10 e 15 min).
Entretanto, nas condi¢des avaliadas a temperatura foi a que mais influenciou
para a maior solubilizagdo da hemicelulose (3,35, 2,35 e 2,07%).
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Tabela 10. Efeito do pré-tratamento hidrotérmico nos teores de celulose,
hemicelulose e lignina presentes na palha de cana-de-agucar.

Ensaio Temperatura | Tempo | Celulose | Hemicelulose | Lignina
(°C) (min) (%) (%) (%)

1 170 5 46,74 16,49 24,54
2 210 5 55,95 3,35 32,77
3 170 15 47,33 14,54 25,81
4 210 15 49,49 2,35 40,20
5 170 5 43,59 17,44 27,10
6 210 5 55,03 417 31,93
7 170 15 47,18 14,30 24,61
8 210 15 56,39 2,54 33,68
9 156,36 10 44,48 17,06 24,67
10 223,64 10 53,99 2,07 37,13
11 190 1,59 50,63 12,58 23,62
12 190 18,41 52,35 6,16 32,25
13 190 10 52,53 6,72 31,30
14 190 10 53,75 6,52 30,95
15 190 10 53,63 7,32 29,40
16 190 10 55,29 7,17 29,10
17 190 10 51,73 6,42 32,53
18 190 10 52,05 6,48 32,52
19 190 10 51,01 7,03 32,52
20 190 10 50,67 6,81 33,27

Palha de cana in natura 45,30 31,51 16,70

Vale a pena ressaltar que, em processos de pré-tratamento hidrotérmico
conduzidos a elevadas temperaturas, o tempo de aquecimento do reator até
atingir a temperatura pré-estabelecida, pode proporcionar, ainda que pequena,
uma solubilizacdo da fracdo hemicelulésica (CARRASCO e ROY, 1992 ).
Ademais, fatores como a relacao soélido/liquido sao importantes para o controle
da degradacdo da fragdo celuldésica evitando a perda de rendimento no
processo de conversdo enzimatica da fracdo celulésica em glicose para a
obtencédo de etanol celulésico (GARROTE et al., 1999).

Diante desses resultados, conclui-se que quanto maior a severidade do
pré-tratamento hidrotérmico, maior é a quantidade de hemicelulose
solubilizada. Com a remocdo da hemicelulose, o teor de celulose e lignina na
palha pré-tratada aumentam em relacdo a palha in natura. Esse resultado é
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importante porque a remocao de hemicelulose pelo pré-tratamento hidrotérmico
ja foi relatada por outros autores em diferentes tipos de biomassa (RAMOS,
2003; EMMEL et al., 2003; ROGALINSKI et al.,, 2008). O pré-tratamento
hidrotérmico é considerado com grande potencial para aumentar a
digestibilidade celulésica, extracdo de aglcar e recuperacao de pentoses, com
a vantagem de se produzir pouco ou nenhum composto inibidor da
fermentagao (GALBE e ZACCHI, 2010).

5.2.2. Hidrdlise enzimatica da palha pré-tratada

Com objetivo de avaliar o efeito das diferentes condigbes de pre-
tratamento hidrotérmico na palha de cana-de-agucar efetuou-se a hidrélise
enzimatica para cada um dos ensaios do planejamento experimental.

A hidrélise enzimatica foi conduzida a 50 °C utilizando celulases na
concentracdo de 15 FPU por grama de palha pré-tratada. Para selecionar o
melhor pré-tratamento a hidrdlise foi acompanhada por 72 h para que se
pudessem tracar curvas de liberacdo de glicose em relagdo ao tempo. Essa
avaliacao é importante uma vez que o efeito de cada condicdo de pré-
tratamento sobre a palha de cana pode ser diferente. Isso torna a palha menos
ou mais acessivel para as celulases influenciado dessa forma no tempo de
conversao da mesma. A Figura 18 mostram os perfis de liberacao de glicose da
palha de cana-de-agucar nos 20 ensaios de pré-tratamento hidrotérmico.
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Figura 18. Perfis da liberacdo de glicose nos 20 ensaios de pr

hidrotérmico.

71



Ao analisar os perfis da Figura 18, observa-se que as diferencas nos
rendimentos de glicose estdo relacionadas com as condi¢cdes de cada ensaio
do planejamento experimental. E possivel verificar que a liberagéo de glicose é
rapida nas primeiras 12 horas, apds esse periodo a velocidade de hidrolise
diminui, tendendo a estabilizar apds 48 horas de sacarificacao.

O menor valor de glicose liberada (9,70 g/L) foi encontrado no ensaio 9
na condicdo de temperatura de 156,36 °C; tempo de 10 minutos e relacdo de
palha/dgua de 12,5%. Por sua vez, o maior rendimento de sacarificacao
enzimatica (43,36 g/L) foi obtida no ensaio 12 na condicdo de temperatura de
190 °C; tempo de 18,41 minutos e relacdo palha/agua de 1:12,5%. O ponto
central do planejamento experimental (ensaios 15 a 20) proporcionou um
rendimento médio de 34,22 g/L de glicose em 48 horas de sacarificacao.

Estes resultados confirmam com os relatados na literatura evidenciando
que o rendimento da hidrolise enzimatica é fortemente influenciado pelas
condi¢cbes de pré-tratamento, pelo tempo de sacarificagdo, pela composicao
quimica da palha pré-tratada (CANILHA et al., 2010) e que o pré-tratamento
hidrotérmico favorece a acessibilidade das enzimas celuloliticas a celulose
proporcionando, portanto, um aumento da digestibilidade enzimatica nos
processos de conversao da celulose em glicose (GARROTE et al., 1999).

Sendo assim, escolheu-se o tempo de 48 horas de hidrélise enzimatica
como resposta final que prevé a maior liberacao de glicose apds a eliminacao
dos termos referentes as variaveis nao significantes (p > 0,05), que pode ser

obtida pela fungéo:
Y = -551.87742 + 5.52469 X1 + 4.69214 X2 -0.014008 X2

Onde Y é o valor da resposta (liberacao de glicose) e Xy e X, sdo os

niveis codificados de temperatura e tempo, respectivamente.
O modelo de regressao teve sua significancia estatistica testada pelo

teste F, e a andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para o modelo

quadratico de superficie de resposta (Tabela 11).
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Tabela 11. ANOVA para superficie de resposta do modelo quadratico do
processo de otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana.

Fonte Soma dos Qraus de Quadrgdo Valor Valor p
quadrados | liberdade médio F Prob. > F

Modelo 1537,65 9 170,85 9,28 0,0009 significativo
A-Temperatura 867,97 1 867,97 47,16 | <0,0001 | significativo
B-Tempo 103,94 1 103,94 5,65 0,0389 significativo
C-%Sélido 21,45 1 21,45 1,16 0,3057 n.s
AB 43,85 1 43,85 2,38 0,1537 n.s
AC 23,77 1 23,77 1,29 0,2823 n.s
BC 8,84 1 8,84 0,48 0,5040 n.s
A? 452,43 1 452,43 24,58 0,0006 significativo
B 12,44 1 12,44 0,67 0,4302 n.s
C° 34,37 1 34,37 1,87 0,2017 n.s
Residuo 184,055 10 18,40
Falta de ajuste 129,17 5 25,83 2,35 | 0,1846 n.s
Erro puro 54,89 5 10,98
Total 1721,70 19
*R% = 0,89

No presente trabalho, o modelo quadratico foi significativo com valor de

P>F 0,0009. Além disso, a falta de ajuste do referido modelo foi nao
significante, conforme pode ser observado por meio do valor P>F 0,1846.

Os resultados indicaram que o termo linear da temperatura e do tempo
de residéncia no reator, e o efeito quadratico da temperatura tiveram efeito
significativo (P<0,05) sobre a liberacao de glicose no processo de pré-
tratamento hidrotérmico. Entretanto, o efeito linear da relagdo palha/agua, os
efeitos quadraticos do tempo e relacdo palha/agua nao demonstraram

significancia.
5.2.3. Superficie de resposta do pré-tratamento hidrotérmico
Na Figura 19, sdo apresentados os resultados da superficie de resposta

tridimensional (3D), representado de acordo com a equagdo modelo para o

processo de pré-tratamento hidrotérmico da palha de cana-de-acucar.

73



44.00 42.00
40.25

36.50

32.73

Glicose -
Glicose

29.00

15.00

3375
o550 | B
LTy
1725 s
Ra et
ey rtry tou
oy oy
{750
: 9.00 &
15.00 15.00 210,00
1375 12.50 200.00

12.50 B 12.50 190.00

A o seido s A Tempo % Sdlido 1 19000 Temperatura
10000  5.00 10.00 170.00

44.00

35.28

26.50

"
AT
% CI5r

L
oo es e ber et e
gy
LOeratbetacte!
G
A

Glicose

180.00

C Tempo Y 5”\/ 18000 Temperatura
5.00 170.00

Figura 19. Curvas de superficie de resposta do processo de pré-tratamento
hidrotérmico da palha de cana-de-agucar. (A) liberacdo de glicose em funcao
do tempo e da relagcdo palha/dgua; (B) liberagdo de glicose em funcao da
temperatura e da relagdo palha/agua; (C) liberacao de glicose em fungéo da
temperatura e do tempo.

Ao analisar a Figura 19 (A) observa-se que, mantendo a temperatura no
ponto central, a maior liberacao de glicose ocorre na condicdao de maior relacao
palha/agua e tempo. Com esse aumento de tempo e da relacao palha/agua a
superficie de resposta apresenta um comportamento de um plano ascendente
buscando atingir um maximo de liberacdo de glicose. Esse mesmo
comportamento é observado quando o tempo é fixado no ponto central Figura
19 (B), no entanto, chega um momento que a temperatura acaba influenciando
negativamente na liberacéo de glicose. Ja na Figura 19 (C) nota-se que a maior
liberacédo de glicose encontra-se nas maiores temperaturas do planejamento e
em maiores tempo. Esses resultados corroboram com Pitarelo, (2009), que
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obteve os melhores rendimentos de glicose liberada no bagaco de cana em
temperatura de 195 °C e 210 °C por 8 minutos. Silva, (2009) também verificou
que a maior liberagéo de glicose no bagago de cana ocorreu nas temperaturas
de 195 °C por 10 minutos pelo pré-tratamento hidrotérmico. No entanto, altas
temperaturas favorece a formacdo de produtos de desidratacdo dos
carboidratos (furfural e hidroximetilfurfural) e degradacdo da lignina que
restringem a acessibilidade do substrato as enzimas (HSU, 1996).

A eficiéncia com que a celulose é hidrolisada depende de muitos fatores
que envolvem desde as caracteristicas do substrato até a natureza do sistema
enzimatico utilizado. Os fatores relacionados as enzimas incluem a inibicao do
complexo celulasico pelo acumulo de produto final (glicose e celobiose),
adsorcao irreversivel das enzimas sobre o substrato, desnaturacdo enzimatica
por exposicao excessiva a temperatura e agitacdo de processo. Ja os fatores
relacionados ao substrato correspondem a porosidade e cristalinidade das
fibras de celulose, teor de lignina e hemiceluloses (RAMOS et al., 1999).

De acordo com Galbe et al., (2002), o pré-tratamento hidrotérmico
provoca reducdo do tamanho das particulas, abertura dos microporos e
aumento da area superficial da biomassa lignocelulésica. Estas alteracées na
estrutura recalcitrante da biomassa sao responsaveis pela melhora do ataque
enzimatico, sendo que o0 aumento da drasticidade do pré-tratamento
hidrotérmico produz um substrato com maior acessibilidade a acao enzimatica
(PITARELO, 2009).

Mantendo a temperatura e o tempo nos maiores valores considerado no
planejamento experimental ocorrerd maior liberagdo de glicose promovida pela
hidrélise enzimatica. Segundo Garrote et al., (1999) quanto maior a
temperatura e tempo no pré-tratamento hidrotérmico, maior sera a liberagéo de
glicose.

No presente trabalho, as superficies de resposta demonstraram um
contorno eliptico, o que sugere que as condi¢cdes de operacdo foram bem
definidas para o processo de otimizacao do pré-tratamento hidrotérmico para
palha de cana-de-acgucar. Em relacdo a essa andlise, existem uma caréncia de
trabalho na literatura buscando a otimizagdo do pré-tratamento hidrotérmico
para a palha de cana-de-acgucar.
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5.2.4. Analise do rendimento em glicose

Foi avaliado o efeito das diferentes condicbes de pré-tratamento
hidrotérmico sobre o rendimento de hidrélise da celulose e de glicose total
expresso em glicose total (Tabela 12).

Em geral, os rendimentos em massa seca (palha) decresceram com o
aumento da temperatura do pré-tratamento. Ensaios com temperaturas de 190,
210 e 223,64 °C apresentaram os menores resultados em massa seca, ficando
os valores entre 36,04 a 44,79%; 34,65 a 45,02% e 17,37%, respectivamente,
independentemente do tempo.

Ja em condicdes de temperatura de 156,36 e 170 °C foram os que
apresentaram maiores rendimentos em massa, ou seja, houve menor perda de
palha no pré-tratamento hidrotérmico ficando os valores entre 60,30 a 99,58%,
indicando uma menor solubilizagdo dos componentes da palha de cana. A
baixa perda de massa no pré-tratamento hidrotérmico em temperatura 156,36 e
170 °C pode ser explicado pela menor remogdo da hemicelulose e, ao
contrario, a grande perda de massa em temperaturas mais elevadas se deve a
maior remocao da hemicelulose, caracteristica deste tipo de pré-tratamento,
conforme mostrado na Tabela 10.

No entanto, os maiores rendimentos em massa seca apds o0 pre-
tratamento hidrotérmico, verificado na temperatura de 170 °C, nido se
caracterizam em maior rendimento de hidrélise da celulose (36,50 a 58,55%) e
nem no rendimento total de glicose (12,10 a 17,58%). Por outro lado, em
temperaturas maiores (190, 210 e 223,64 °C), observa-se o contrario, ou seja,
um menor rendimento em massa seca e um maior rendimento de hidrdlise da
celulose e em glicose total, com excegdo da temperatura 223,64 °C, que
embora apresente alto rendimento de hidrélise da celulose (83,97%), o seu
rendimento em glicose total foi baixo (7,88%) (Tabela 12). Nota-se que, nessa
condigédo de temperatura, embora 83,97% da celulose tenha sido hidrolisada, o
seu rendimento em glicose total foi 0 menor valor encontrado, isso pode ser
justificado pelo seu baixo rendimento em massa seca (17,37%) e que nessas
condi¢des de altas temperaturas a celulose foi parcialmente hidrolisada, sendo

encontrada no licor (Anexo).
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Tabela 12. Rendimentos obtidos através do pré-tratamento hidrotérmico da

palha de cana-de-agucar, de acordo com o planejamento experimental.

Rendimento (%)

Ensaio Tem‘()f(;;l fra 'I'(«::r:rr:)o Ap6s o pré- | Hidrolise da celulose | Glicose total

tratamento | apos o pré-tratamento g/100g de
palha
1 170 S 70,90 36,50 12,10
2 210 3 44,79 71,87 18,01
3 170 15 60,30 55,12 15,73
4 210 15 36,44 69,58 12,55
S 170 S 73,60 37,71 12,10
6 210 S 36,04 81,98 16,26
7 170 15 63,62 58,55 17,58
8 210 15 37,80 84,57 18,03
9 156,36 10 99,58 27,26 12,07
10 223,64 10 17,37 83,97 7,88
11 190 1,99 45,02 71,72 16,35
12 190 18,41 34,65 103,53 18,78
13 190 10 42,13 80,70 17,86
14 190 10 36,88 81,44 16,14
15 190 10 40,47 86,17 18,70
16 190 10 39,42 73,34 15,98
17 190 10 42,37 80,68 17,68
18 190 10 41,25 84,61 18,17
19 190 10 41,01 101,69 21,27
20 190 10 41,61 82,85 17,59
Finalmente, nas condicbes do presente trabalho, os ensaios do

planejamento experimental com temperaturas de 190 e 210 °C proporcionaram

maior rendimento de hidrélise da celulose, chegando a valores proximos de

100%, mostrando a eficiéncia do pré-tratamento hidrotérmico sobre a

recalcitrancia da palha de cana-de-acucar e seu potencial na produgdo de

etanol celulésico.
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6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados da composi¢cdo quimica da palha de cana-
de-acucar estdo de acordo com os valores relatados na literatura e
mostraram que as condicbes edafoclimaticas dos estados avaliados
pouco influenciam na sua composicdo quimica, especialmente, em

relagédo a celulose, hemicelulose e lignina.

O pré-tratamento hidrotérmico mostrou-se eficiente na remocédo da
hemicelulose da palha de cana-de-agucar, além de fornecer substratos
de alta susceptibilidade a hidrolise enziméatica.

Através do Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), foi
possivel obter um o modelo quadratico significativo para explicar as
variaveis temperaturas e tempo sobre a liberacdo de glicose no
processo de pré-tratamento hidrotérmico.

De acordo com o Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR), a
maior liberacdo de glicose da hidrdlise enzimatica foi na condigdo de
pré-tratamento hidrotérmico de 190 °C por 18,41 minutos e relagéo
palha/agua de 12,5 %.

As superficies de resposta demonstraram um contorno eliptico, 0 que
sugere que as condicdes de operacao foram bem definidas para o
processo de otimizacdo do pré-tratamento hidrotérmico para palha de

cana-de-agucar.

Os ensaios do planejamento experimental com temperaturas de 190 e
210 °C proporcionaram maior rendimento de hidrélise da celulose,
chegando a valores préximos de 100%, mostrando a eficiéncia do pré-
tratamento hidrotérmico sobre a recalcitrdncia da palha de cana-de-
acucar e seu potencial na producgéo de etanol celulésico.
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1 203,25 1144,13
2 629,55 4037,70
3 223,50 1856,48
4 724,80 280,13
5 117,01 410,92
6 333,75 3991,50
7 140,41 1117,34
8 623,70 669,00
9 138,86 640,84
10 558,38 114,08
11 206,03 1704,83
12 225,60 4351,65
13 308,63 4264,13
14 135,99 2139,59
15 209,85 3135,90
16 199,80 2875,20
17 206,25 3256,50
18 171,75 2517,75
19 176,94 2817,06
20 213,45 3258,30
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