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RESUMO

No panorama energético atual, nota-se que a utilizacdo do petrdleo e seus derivados ainda tém
representado a maior fonte de energia em nosso pais. Visto que essas fontes sdo nao
renovaveis e poluentes, a necessidade de utilizacdo de outras rotas, que sejam mais limpas,
tem crescido ao longo dos anos. Quando se trata de materiais lignoceluldsicos para a producgéo
do bioetanol, encontra-se uma ampla variedade de biomassas, como é o caso da palha e do
sabugo do milho. Porém essas biomassas possuem uma estrutura complexa, que dificulta as
etapas posteriores de hidrélise. Logo, torna-se imprescindivel a realizacdo de um pré-
tratamento que ira alterar essa estrutura, tornando-a mais acessivel ao ataque de
microrganismos e enzimas. Nesse trabalho, dois tipos de pré-tratamentos foram estudados, o
pré-tratamento com &cido sulfurico diluido e o pré-tratamento hidrotérmico, com o intuito de
avaliar o mais viavel, levando em conta todos os fatores envolvidos. O planejamento
experimental foi uma ferramenta utilizada para a escolha das melhores condicdes operacionais
do pré-tratamento com &cido diluido. Uma caracterizagdo quimica foi realizada para avaliar a
eficiéncia do pré-tratamento hidrotérmico. Analises de poder calorifico superior (PCS)
também foram realizadas com as duas matérias-primas e o0s resultados do PCS foram de
17.276,5 J/g para a palha de milho e de 17.872,0 J/g para o sabugo. Em relacdo ao pré-
tratamento hidrotérmico realizado, os resultados mostraram reducdo nos trés componentes:
celulose, hemicelulose e lignina. O ideal é que a celulose sofra desorganizacéo, contudo que
ndo seja degradada, porém aqui se avaliou a melhor condicdo pela menor remocdo de
celulose, que foi dada com o pré-tratamento da palha de milho sob as condi¢des de 170°C por
15 minutos e com o pré- tratamento do sabugo sob as condigdes de 195°C por 10 minutos. Ja
com relacdo ao pré-tratamento acido, que ocorreu com utilizacdo dos fatores: concentracao de
acido sulfurico, temperatura e tempo de aquecimento, um planejamento experimental em
estrela com triplicata no ponto central mostrou que maiores percentuais de ART sdo dados
quando se trabalha com baixas concentracfes de &cido e elevadas temperaturas, na faixa
investigada. O fator tempo ndo se mostrou significativo. As melhores condi¢6es foram obtidas
nos ensaios 3 e 12 para ambas as biomassas. Com a temperatura de 120°C, tempo de 15
minutos e 0,5% de concentracdo de acido sulfdrico, condicdo 3, obteve-se 50,9% de ART
para a palha e 42,6% para o sabugo. J& com a temperatura de 110°C, tempo de 7 minutos e
2% de &cido, que foi a condicdo 12, obteve-se 59,4% de ART para a palha e 61,5% para o
sabugo.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulésica; Pré-tratamento; Hidrdlise; Fermentacao.



ABSTRACT

Petroleum and its derivatives make up the largest portion of Brazil’s current energy matrix. It
is well known that these are non-renewable and pollution-causing sources of energy; as such,
the last decades have been marked by research and development of new, cleaner technologies.
One of them being the hydrolysis of lignocellulosic materials to produce bioethanol. Brazil
has an ample variety and large volumes of lignocellulosic biomass like corn husk and
corncob. However, these biomass sources have complex structures which give rise to
difficulties during the posterior stages of hydrolysis. Thus, it becomes necessary to conduct a
pretreatment in order to alter these complex structures and make them more accessible to
attack by microorganisms and enzymes. This work investigated two pretreatment methods for
biomass coming from corn husk and corncob: pretreatment with dilute sulfuric acid and
hydrothermal pretreatment; aiming to determine which method was more suitable for the
given experimental conditions. An experimental design method was used to determine the
best operating conditions for the acid pretreatment. Chemical characterization was used to
evaluate the efficiency of the hydrothermal pretreatment. Both biomass sources were analyzed
via Superior Calorific Power (SCP) resulting in17.276,5 J/g for corn husk and 17.872,0 J/g for
corncob. Regarding the hydrothermal pretreatment, results showed reduction of the three
components of biomass: cellulose, hemicellulose and lignin. Ideally, cellulose should not be
degraded during the pretreatment. Therefore, the conditions leading to the lowest cellulose
removal were determined: corn husk pretreatment at 170°C for 15 minutes and corncob
pretreatment at 195°C for 10 minutes. The factors evaluated during the sulfuric acid
pretreatment were: concentration, heating time and temperature. The two-variable factorial
experiment with three replicates suggested that the highest reduced sugar percentages are
obtained with low acid concentrations and high temperatures. Moreover, time was not a
significant factor. Test 3 and 12 yielded the best results for both sources of biomass. The
conditions for test 3 were: 120°C, a 15 minutes heating time and 0,5% sulfuric acid which
resulted in 50,9% reduced sugars for corn husk and 42,6% for corncob. The conditions for test
12 were: 110°C, a 7 minutes heating time, and 2% sulfuric acid which resulted in 59,4%
reduced sugars for corn husk and 61,5% for corncob.

Keywords: lignocellulosic biomass; pretreatment; hydrolysis; fermentation.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, com a questdo do desenvolvimento sustentavel sendo amplamente
discutida, a busca pela ampliacdo da matriz energética tem sido assunto de destaque. Torna-se
cada vez mais clara a necessidade do uso de biocombustiveis, substituindo a utilizacdo em
larga escala das reservas de petroleo. Nesse sentido, os materiais lignocelulésicos, que
possuem em sua composicdo basicamente celulose, hemicelulose e lignina, se apresentam
como alternativa promissora, sobre os quais existem diversas referéncias na literatura
(DAGNINO et al., 2012).

A palha e o sabugo do milho sdo exemplos de matérias-primas lignocelulésicas. No
Brasil, a producédo de milho ficou em torno de 53 milhdes de toneladas no ano de 2011 e 55
milhGes de toneladas no ano de 2012, de acordo com dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (2012), mostrando que entre as principais culturas de verdo, o milho tem
apresentado crescimento consideravel ao longo doa anos e possui grandes areas cultivaveis
em diversas regibes do pais. Ha, portanto grande geracdo de residuos desse produto
alimenticio, como € o caso da palha e do sabugo, que sdo na maioria dos casos subutilizados,
mostrando-se promissores para a producdo de etanol de segunda geracdo. Esse tipo de
matéria-prima possui em sua constituicdo um teor elevado de carboidratos, que se encontram
em cadeias poliméricas e podem ser sacarificados e fermentados para a obtencéo de bioetanol,
também chamado etanol de segunda geracdo (2G). O principal obstaculo para essa conversdo
é conseguir desmontar a resistente estrutura da biomassa lignocelul6sica, e conseguir liberar
0s acgUcares suscetiveis a fermentacdo de forma eficaz e que se apresente economicamente
viavel (SANTOS et al., 2012).

A realizacdo de um pré-tratamento desse material tem um papel decisivo na
desorganizacdo dessa complexa estrutura quimica, facilitando o processo subsequente de
hidrolise, uma vez que apoés tratado, esse material apresentara maior digestibilidade. Existem
diversos tipos de pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos que estdo sendo estudados. No
geral, classificam-se em fisicos, quimicos, biolégicos e combinados. Uma lista com as
caracteristicas para um pré-tratamento ideal foi construida por Mosier et al. (2005). Um pré-
tratamento ideal produz um solido pré-tratado com a mais facil digestdo, ndo degrada os
acucares, remove significativamente a lignina, ndo inibe o passo subsequente da fermentagéo,
requer pouco ou nenhum estoque de alimentacdo da biomassa, pode ocorrer em reatores de

tamanho razoavel e custo moderado, produz residuos sem desperdicio do material sélido, tem
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um alto grau de simplicidade e é efetivo a um baixo teor de umidade (PIENKOS; ZHANG,
2009).

A etapa de caracterizacdo quimica da biomassa, antes e depois do tratamento, é de
fundamental importancia, uma vez que ird determinar o grau de eficiéncia do processo. Com a
caracterizagdo € possivel, também, realizar estudos de valorizacdo de materiais

lignocelulosicos.

A hidrdlise e posterior fermentacdo sdo as etapas subsequentes do procedimento, que
determina finalmente o teor de etanol produzido ao final do processo.

A crescente demanda pela producdo de etanol combustivel com elevada eficiéncia e
principalmente que se apresente sustentavel, como é o caso do bioetanol, mostra a real
necessidade de aumentar significativamente sua producdo num futuro bem proximo. Podera
se atingir esse aumento com o aproveitamento integral da palha e sabugo do milho e de outros
tipos de biomassas que viabilizem a producdo de etanol 2G (SANTOS et al., 2012).

Neste contexto, foi realizado nesse trabalho um estudo de pré-tratamentos de matérias-
primas lignocelul6sicas (palha e sabugo de milho), bem como as etapas posteriores, para a

obtencdo de etanol de segunda geracao.
1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Apresentar um estudo de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos provenientes

do sabugo e da palha do milho visando a producéo de etanol de segunda geracgéo;
1.1.2 Especificos

» Caracterizar o material antes e apds o pré-tratamento para avaliar a eficiéncia do pré-

tratamento utilizado em termos de material celulésico obtido no final do processo;

» Auvaliar, entre as matérias-primas sabugo e palha de milho, a de maior poder

calorifico;

> Avaliar, entre os pre-tratamentos estudados, o que apresenta maior producao de etanol

ao final do processo;
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> Realizar um planejamento experimental verificando as melhores condig¢des

operacionais para os pré-tratamentos escolhidos;

> Realizar as etapas de hidrolise e fermentacdo etanodlica do sabugo e palha de milho

oriundos dos pré-tratamentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo apresentam-se os principais conceitos sobre a biomassa lignocelulésica,
com suas propriedades e composi¢do quimica, os tipos de pré-tratamentos mais utilizados na
desconstrucéo de seus constituintes, enfatizando o pré-tratamento hidrotérmico e acido diluido
visando a producao de etanol, como também uma revisao dos conceitos principais de hidrélise

enzimaética e fermentacé&o.
2.1 Biomassa

Diante do fato de que as reservas de petréleo, principais fontes de energia utilizadas no
mundo, podem esgotar, é crescente a preocupacao por novas rotas energéticas. Além do mais,
as fontes de energia derivadas do petréleo sdo bastante poluentes, causando mudangas
climaticas ameacadoras e contribuindo para o aquecimento global. E nesse contexto que
surgem fontes promissoras, renovaveis, para a producdo de etanol, as biomassas (WOLF,
2011).

De acordo com o Ministério de Minas e Energia (2007), “o termo biomassa
compreende a matéria vegetal gerada pela fotossintese e seus diversos produtos e
subprodutos, tais como florestas, culturas e residuos agricolas, dejetos animais e matéria
organica, contida nos rejeitos industrial e urbano.” Nessa matéria vegetal ha acimulo de
energia quimica, que € obtida pela transformacao energética da radiacdo solar e que pode ser
convertida a etanol (ou outros produtos energéticos) ou até mesmo liberada diretamente
através de processos de combustdo. Desse modo, tem-se a producdo de bioenergia, que é a

energia produzida a partir de biomassa.

Para a obtencdo dessa biomassa energética existem diversas rotas, com fontes
variadas, que vao desde os residuos agricolas, industriais e urbanos até as culturas dedicadas.
Ha também uma ampla variagcéo nas tecnologias de converséo dessas biomassas, que incluem
desde uma simples combustdo até processos complexos, que podem ser fisicos, quimicos,
bioldgicos ou uma combinagdo desses (GOLDEMBERG, 2010).

Quando se trata da producdo e uso de biomassas como fonte de energia, o Brasil
possui condi¢bes naturais e geograficas que sdo bastante propicias para que o pais se
apresente em posicdo de destaque, no ambito mundial. Entre essas condi¢fes, as mais
relevantes sdo a vasta quantidade de terras, que possuem particularidades adequadas do solo e

das condicOes climéticas, que podem ser agricultaveis, diversas alternativas de cultivo durante
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0 ano e a possibilidade da inclusdo de novas areas agricultaveis em que os impactos causados
ao meio ambiente estdo dentro dos limites de aceitabilidade. Além disso, o Brasil recebe
intensa radiacdo solar durante o ano inteiro, que € a principal fonte de energia para a producéo
de biomassa (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2007).

Pela avaliacdo da Figura 1 observa-se que a matriz energética brasileira ja se apresenta
bastante diversificada e renovével, o que enfatiza ainda mais que o uso desses tipos de energia

ird crescer ao longo dos anos.

Figura 1 - Reparticdo da oferta de energia no Brasil em 2011.

RENOVAVEIS ) 44,1%

biomassa da cana hidraulica e eletricidade lenha e carvao vegetal lixivia e outras renovaveis
15,7% 14,7% 9,7% 4,1%

NAO RENOVAVEIS ) 55,9%

petroleo e derivados gas natural carvao mineral urénio
38,6% 10,1% 5,6% 1.5%

Fonte: Empresa de Pesquisa Energética — EPE, 2012.
2.1.1 Fontes de Obtencao do Bioetanol

O bioetanol é um combustivel que pode ser produzido mediante qualquer biomassa

que contenha quantidades expressivas de agucares, amido ou celulose (SILVA, 2009).

No caso das matérias sacarineas, em que a fermentacdo ocorre diretamente do caldo
seja da cana-de-agUcar, da beterraba ou de outra matéria, os agucares fermentesciveis ja estdo
disponiveis, dispensando qualquer outra etapa. O etanol aqui produzido €, no entanto, o de
primeira geragdo, disputando com a industria alimenticia, o que acarreta em uma grande
desvantagem do uso desse tipo de fonte energética. Para 0 uso das matérias-primas amilaceas,

como é o caso do milho, é necessaria uma etapa enzimatica de conversdao do amido em
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acucares antes da etapa de fermentacdo. Com a realizacdo dessa etapa adicional, os custos de
operacdo sdo elevados e, quando comparados as matérias-primas sacarineas, em que a
fermentacdo é direta, o rendimento do processo é reduzido. Por fim, outra alternativa para
producdo de bioetanol é a partir da hidrdlise da celulose disponivel na matéria-prima
lignocelul6sica, como o bagago e a palha de cana-de-agUcar e 0 sabugo e a palha de milho,
seguida da etapa de fermentacdo dos agucares disponiveis. Esse é o etanol chamado de
segunda geracdo (BIOETANOL, 2008).

2.1.2 Biomassa Lignoceluldsica

Os materiais lignocelulésicos, na forma de biomassas, representam a maior fonte de
carboidratos naturais do mundo. Porém, possuem como principal gargalo a dificuldade de
serem convertidos em insumos quimicos devido as suas caracteristicas quimicas e
morfoldgicas. Esses materiais sdo constituidos de fibras de celulose envolvidas em uma
matriz amorfa, que atua na estrutura como uma barreira natural ao ataque de microrganismos
e/ou enzimas, tornando esses materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos (GOUVEIA

et al., 2009). Observa-se, na Figura 2, essa estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.

Figura 2 - Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.
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Percebe-se pela Figura 2, que as moléculas de glicose presentes na célula vegetal sdo
de dificil acesso, uma vez que, pela estrutura da célula, nota-se que essas moléculas

apresentam-se em um emaranhado que dificulta o acesso a glicose.

A composi¢do quimica da biomassa lignoceluldsica varia de acordo com o tipo de
biomassa, todavia, em geral, possui: 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-25%
de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos (SANTOS et al., 2012). Na
Tabela 1, pode-se observar a composicao de alguns tipos de biomassas.

Tabela 1 - Composicado quimica de biomassas lignocelulésicas com potencial para producao do
bioetanol.

Biomassa % % % % Referéncia

Lignocelulésica Celulose  Hemicelulose  Lignina  Outros

Palha de cana 39,8 28,6 22,5 8,6 Oliveira, 2010
Bagaco de cana 42,8 259 22,1 7,5 Silva, 2009
Palha de milho 54,4 16,2 23,8 8,0 Bianchi, 1995
Sabugo de milho 41,0 36,0 6,0 14,0 Goldestein, 1981

Palha de trigo 30,0 24,0 18,0 10,0 Kuhad; Singh, 1993
Palha de arroz 43,5 22,0 17,2 11,4 Mussato; Roberto, 2002

Fonte: Adaptado de WOLF, 2011.

A partir da Tabela 1, observa-se que todas as biomassas apresentadas possuem como
componente principal a celulose, que é o polimero de maior interesse visto que pode ser
convertido a agUcares fermentesciveis ap0s as etapas de pré-tratamento e hidrélise, e seu
processo fermentativo ocorre pelo uso de leveduras comerciais. Além disso, a utilizacdo de
materiais lignocelulésicos para a obtencdo de etanol tem se tornado cada vez mais uma
alternativa viavel, uma vez que contribui para reduzir a competicdo com a industria de
alimentos e para a geracdo de valor agregado aos residuos agroindustriais (DAGNINO et al.,
2012).

O etanol celulosico, que é o etanol proveniente de residuos agroindustriais, hoje em
dia também é denominado etanol de segunda geracdo (2G). A aceitacdo desse tipo de
combustivel tem crescido ao longo dos anos e isso se deve justamente ao fato de que, com o
uso em larga escala de residuos para a producdo de etanol, havera cada vez menos a utilizacdo
de fontes alimenticias para esse fim (SIVAKUMAN et al., 2008).
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Com relagdo a composicao geral dos materiais lignocelulésicos, sera apresentado a
seguir os constituintes celulares (celulose, hemicelulose e lignina) e os constituintes menores.

A Figura 3 mostra essa composicao geral.

Figura 3 - Constitui¢ao geral dos materiais lignoceluldsicos.

Materiais
Lignoceluldsicos

Constituintes menores Constituintes celulares
| | |
Soluveis ou Insoltveis Polissacarideos Lignina
volatilizados (Compostos (Holocelulose)
a vapor inorganicos e

proteinaceos) ‘

Celulose Polioses
(Hemicelulose)

Fonte: Adaptado de RUEDA, 2010.

A celulose é considerada o polimero natural de maior ocorréncia no mundo e
encontra-se na estrutura basica das células de todas as plantas respondendo por cerca de 40%
de toda reserva de carbono disponivel na biosfera. (NASCIMENTO, 2011). E um polimero
que apresenta regides altamente ordenadas e sua unidade repetitiva é a celobiose, sendo
considerado como um homopolissacarideo (Figura 4). E constituida de unidade de B-
Dglicopiranose que se ligam entre si por ligacGes covalentes, através dos carbonos 1-4,
formando o homopolimero de anidroglicose, que apresenta férmula geral (CgH100s)n.
(RABELO, 2007; SANTOS et al., 2012).

Figura 4 - Estrutura da celulose.
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Fonte: Adaptado de TIMAR-BALAZSY; EASTOP, 1998.



21

As hemiceluloses ou polioses sdo heteropolissacarideos complexos que apresentam
cadeias menores que as das celuloses. Sdo compostas por D-glucose, D-galactose, D-manose,
D-xilose, L-arabinose, &cido D-glucurénico e acido 4-O-metil-glucurdnico. Em relagdo a
estrutura, sdo mais semelhantes as celuloses do que a lignina. As hemiceluloses sdo
ramificadas e mais suscetiveis a hidrolise &cida, quando comparadas as celuloses, uma vez que
oferecem maior acesso aos &cidos minerais normalmente usados para catalisar essas reagdes
(CANILHA et al., 2010).

A cadeia principal de uma hemicelulose, conforme Figura 5, pode se consistir de uma s6
unidade, como a xilana, ou de duas ou mais unidades, como a glucomanana, unidas entre si por
ligacBes de hidrogénio (ALVES, 2011).

Figura 5 - Estrutura parcial da hemicelulose.
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Fonte: ALVES, 2011.

A lignina é um heteropolimero amorfo sintetizado por via radicalar a partir de trés
unidades diferentes de fenilpropanos: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico. Dependendo do grau de metoxilacdo do anel aromatico, diz-se que a unidade
béasica é p-hidroxifenil (ndo metoxilada, derivada do alcool p-cumarilico), guaiacil (com uma
metoxila, derivada do alcool coniferilico) ou siringil (com duas metoxilas, derivada do &lcool
sinapilico) (CARVALHO, et al., 2009).

Depois da celulose, a lignina é a macromolécula organica mais importante e abundante
dentre os materiais lignoceluldsicos. Ela aumenta a resisténcia mecénica das plantas de tal
forma que arvores de mais de 100 metros podem se manter em pé (FENGEL;WEGENER,
1989).

A lignina representa a maior dificuldade para o aproveitamento dos residuos
lignocelulosicos, pois forma uma barreira fisica na estrutura, impedindo o aproveitamento da

celulose nativa, uma vez que, pela barreira formada, as enzimas ndo conseguem penetrar com
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facilidade, impossibilitando o acesso dessas enzimas de forma eficaz as fibras de celulose
(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

Na Figura 6, tem-se a representacdo das principais ligacGes entre os constituintes da
lignina.

Figura 6 - Principais tipos de ligacdes entre as unidades basicas que constituem a lignina.
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Fonte: CARVALHO et al., 20009.

Entre os constituintes menores dos materiais lignocelul6sicos, como mostrado na
Figura 3, estdo os compostos organicos e inorganicos. Os organicos pertencem a diferentes
classes de compostos, tais como acidos graxos, ésteres, alcoois, hidrocarbonetos entre outros.
Esses compostos sdo 0s responsaveis diretos das inUmeras caracteristicas que as plantas
podem apresentar. Sua quantidade e composicéo relativa dependem de diversos fatores, como
espécie, idade da planta e regido de ocorréncia (ANNUNCIADO, 2005).

Os compostos organicos sollveis ou volatilizados a vapor sdo chamados de extraiveis

(ou extrativos), tendo a capacidade de exercer varios tipos de influéncia na fabricacdo de pasta



23

celuldsica, tais como: reducdo no rendimento (quando o material possui um alto teor de
extraiveis), aumento no consumo de reagentes (quando 0s extraiveis reagem com 0s agentes
quimicos do licor de cozimento), inibicdo da reacdo de deslignificacdo (impermeabilidade,
solubilidade dos fragmentos de lignina, decomposicdo do licor), corrosdo de equipamento,
diminuicdo da qualidade da polpa, dificuldade de recuperagdo do licor e incrustacdo
(RUEDA, 2010).

J& 0s compostos inorgénicos, que sao a parte complementar dos constituintes menores,
estdo presentes em quantidades que variam em geral de 1 a 10%. Sdo comumente chamados
de cinzas, constituidas principalmente de sulfatos, oxalatos, carbonatos, e silicatos de célcio,

potassio e magnésio, além de outros sais em quantidades menores (BIANCHI, 1995).
2.1.3 A Palhae o Sabugo do Milho para Producéao de Etanol 2G

No Brasil, sabe-se que os residuos do setor sucroalcooleiro sdo os mais amplamente
estudados, diante da vasta disponibilidade; porém, existem outros tipos de residuos
lignocelulbsicos que se apresentam como promissores para a producao do etanol 2G, como €

0 caso da palha e do sabugo de milho, objetos de estudo desse trabalho.

O milho é um produto usado principalmente para fins alimenticios, mas partes dessa
planta ndo possuem um uso direto, o que gera uma subutilizacdo desses residuos. Surge, com
isso, a possibilidade do aproveitamento desses residuos agroindustriais, gerando produtos de

alto valor agregado.

O sabugo, que é o residuo gerado apds o milho ser debulhado, e que geralmente é
usado para racdo animal, possui em sua composicéo: celulose (31,7%), hemicelulose (34,7%)
e lignina (20,3%). Do mesmo modo, a palha, que na maioria dos casos € deixada no campo
apos a colheita, também se torna um residuo excedente e sem utilizacdo definida. A palha
apresenta em sua composicdo: celulose (25-41%), hemicelulose (34,5%) e lignina (14,1%)
(AGUIAR, 2010).

Com todos esses acucares disponiveis na sua composicdo, esses residuos se
apresentam como promissores para producdo de bioetanol. No entanto, necessitam de um pré-
tratamento para que a estrutura da hemicelulose e da lignina, que dificulta o acesso de
reagentes e catalisadores, possa ser rompida ou até mesmo removida, facilitando o acesso das
enzimas a celulose (OLIVEIRA et al., 2011).
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MacDonald et al. (1983) reportaram que quase toda a lignina na palha do milho foi
dissolvida apos pré-tratamento utilizando 2% de NaOH a 50°C por 15 minutos.

O processo para producdo de etanol a partir da palha e do sabugo do milho envolve
quatro etapas principais: pré-tratamento da matéria-prima, hidrolise do material pré-tratado,
fermentacao do hidrolisado e destilacdo do fermentado. A fracdo de hemicelulose e celulose
devem estar acessiveis, situacdo conseguida pelo pré-tratamento, para em seguida serem

hidrolisadas e transformadas em agUcares atraves do processo de hidrélise (HICKERT, 2010).
2.1.4 Caracterizagdo Quimica da Matéria-Prima

A etapa de caracterizacdo do material lignoceluldsico é de fundamental importancia,
antes e depois das etapas de tratamento, para que se possa obter informacdes preciosas sobre
os rendimentos ao longo dos processos. Sem ela é impossivel avaliar se as condicdes

utilizadas estdo sendo favoraveis a producédo do etanol, que é o objetivo principal.

E de extrema importancia, portanto determinar a composicao quimica do material para
a realizacdo de estudos de valorizacdo de materiais lignocelulésicos. O desenvolvimento de
processos para a producdo de etanol a partir de biomassas envolve a otimizagdo, de forma
integrada, de todas as etapas ja abordadas: pré-tratamento, hidrolise e fermentacdo dos
hidrolisados. Para que se possa avaliar a eficiéncia dos diferentes processos em estudo, é
essencial realizar uma caracterizacdo da composi¢do quimica da biomassa utilizada durante a

sua converséo nas diferentes etapas envolvidas (GOUVEIA et al., 2009).
A caracterizagao envolve as seguintes etapas:

Determinacdo da umidade;

Determinacgéo do rendimento apds pré-tratamento;
Hidrolise com &cido sulfurico 72%;

Determinacg&o de lignina insoluvel na fracdo sélida;

Determinac&o de lignina soltvel na fracdo liquida;

YV V V V V V

Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural na

fracdo liquida;

v

Determinacgéo de cinzas na fragdo sélida;
> Determinacdo de acgucares (kit enzimatico de glicose-oxidase ou por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou ainda pelo método do DNS);

» Determinacéo do poder calorifico da biomassa.
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Quando se trata de avaliar, entre diversos tipos de matéria-prima, qual a que se
apresenta como a de maior valor agregado para a producéo de etanol, o poder calorifico é uma
variavel importante a ser medida. O poder calorifico define-se como a quantidade de energia
na forma de calor liberada pela combustdo de uma unidade de massa de material (JARA,
1989). No Sistema Internacional o poder calorifico € expresso em joules por grama ou
quilojoules por quilograma, mas também pode ser expresso em calorias por grama ou

quilocalorias por quilograma, segundo Briane e Doat (1985).

O poder calorifico pode ser classificado em superior e inferior. O poder calorifico
superior (PCS) € o que a combustdo se efetua a volume constante e no qual a agua formada
durante a combustdo é condensada e o calor que é derivado desta condensacdo € recuperado
(BRIANE; DOAT, 1985). Ja o poder calorifico inferior (PCI) é a energia efetivamente
disponivel por unidade de massa de combustivel ap6s calcular as perdas com a evaporacao da
agua (JARA, 1989).

Fica claro que para que se tenham bons rendimentos em termos de queima do
combustivel, o poder calorifico do material utilizado deve ter valores expressivos para que se

possa indicar o material como bom gerador de energia (RAMOS E PAULA et al., 2011).

A Tabela 2 mostra valores para o PCS de alguns materiais lignoceluldsicos

encontrados na literatura.

Tabela 2 - Poder Calorifico Superior de alguns materiais lignocelulésicos.

Biomassa PCS (J/g)
Casca de arroz 16.140
Bagaco de cana 17.330

Casca de coco 19.040
Sabugo de milho 18.770
Palha de milho 14.923

Fonte: Adaptado de GOMES, 2010; QUIRINO et al., 2005.
2.2 Pré-Tratamentos de Materiais Lignocelulosicos

Para resolver os problemas da dificil estrutura da biomassa lignocelul6sica, os pré-
tratamentos tém sido alternativas plausiveis que vem sendo amplamente estudadas. A dificil
conversdo dessa matéria-prima € aliviada quando se utiliza o pré-tratamento do material, que
ird melhorar a digestibilidade quimica e enzimatica dessa biomassa e enfim obter uma

eficiente conversédo dos aculcares a etanol (SILVA, 2009).
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Na etapa do pré-tratamento, Varios processos tém sido propostos e desenvolvidos,
podendo-se destacar os fisicos, quimicos, bioldgicos ou uma combinacdo desses (SUN;
CHENG, 2002). Alguns tipos de pre-tratamentos de cada uma dessas categorias estdo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Pré-tratamentos de matérias-primas lignocelulésicas para a obtencéo de bioetanol.

. . ) Lo ) S Métodos
Meétodos fisicos Métodos quimicos Métodos biologicos .
combinados
Vapor Ozonolise Por fungos Exploséo a vapor
L Hidrolise com &cido . P
Radiacao oo Bioorganossolv Hidrotérmico
diluido
. Hidrolise com &cido
Moinho de bolas SO, e vapor
concentrado

Umidificagcdo

Pirolise

Organossolv

Hidrolise alcalina

NO, e irradiacao
Amonia e vapor

(AFEX)

Fonte: Adaptado de SILVA, 2009.

Os métodos fisicos tém a capacidade de converter a biomassa em pds mais finos,
aumentado a superficie especifica da celulose, tornando a etapa da hidrélise dessa biomassa
mais facilmente realizavel (BAUDEL, 2006). J& os métodos quimicos tém o objetivo de
remover a lignina, com o cuidado de ndo degradar a cadeia celul6sica, pois a mesma deve
apresentar propriedades adequadas a sua posterior utilizacdo. Como a lignina esta ligada as
hemiceluloses, uma degradacdo parcial das hemiceluloses ocorre durante o processo de pré-
tratamento, e dependendo das condi¢es empregadas, a celulose pode ser degradada (SILVA,

2011). A Figura 7 ilustra as alteracdes estruturais conseguidas com o pré-tratamento.

Figura 7 - Alteracgdes estruturais na estrutura lignocelulésica determinadas pelo pré-tratamento.

Pré-tratamento B
— 4\ ) o g

Fonte: SANTOS et al., 2012.
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Além de todos os fatores ja citados, o pré-tratamento serd ideal se for sustentavel,
considerando o consumo de energia e impacto ambiental, se a acessibilidade ao ataque
bioldgico, isto é, as enzimas, for maximizada e se a formacéo dos co-produtos inibidores for
minimizada (RUEDA, 2010). Os tipos de pré-tratamentos que vem sendo mais amplamente

utilizados séo os quimicos e os combinados.
2.2.1 Pré-Tratamentos por Métodos Quimicos

O pré-tratamento quimico visa conseguir a maior solubilizacdo da hemicelulose e
lignina, em ordem, com o intuito de expor a celulose a conversdo. Como pré-tratamentos
nessa categoria podem-se citar os acido e os alcalinos. No Brasil, os reagentes acidos mais
utilizados na etapa de pré-tratamento sdo: o acido sulfurico, H,SOy, 0 cloridrico, HCI, e o
nitrico, HNO3; (concentrados ou diluidos). O pré-tratamento com &cido sulfdrico pode
alcancar elevadas taxas de reacdo e, com isso atingir o objetivo de melhorar a hidrolise da
celulose (SUN; CHENG, 2002).

Segundo Nascimento (2011), uma das vantagens do pré-tratamento &cido é a
solubilizacdo da hemicelulose. Em contrapartida, existe o risco de formacdo de produtos
volateis de degradacdo do carbono e estes, na maioria dos casos, diminuem a conversdo a

etanol, o que € indesejado.

A realizacdo do pré-tratamento quimico por perdxido de hidrogénio alcalino tem

despertado interesse nos Gltimos anos, uma vez que apresenta diversas vantagens, como:

» Uso de reagentes de facil acesso, que apresentam baixa toxicidade e impacto
ambiental;

» Condic6es brandas de temperatura e pressao sem o emprego de 4cidos;

v

Praticamente ndo forma produtos secundarios de degradacéo;
» Apresenta quase 100% de recuperacdo da celulose na forma de glicose ap6s hidrélise
enzimatica (BANERJEE et al., 2012; RABELO et al., 2011; RIVERA et al., 2010).

2.2.2 Pré-Tratamentos por Métodos Combinados

O método de pré-tratamento com explosdo a vapor, que € um tipo de pré-tratamento
combinado, tem sido muito utilizado em materiais lignocelulésicos (McMILLAN, 1994). O
processo de realizacdo desse tipo de tratamento é submeter o material a alta pressdo saturada,
entre 6 a 34 bar, e uma temperatura que varia entre 160 a 240°C durante tempo de reacdo
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entre 1 e 15 min. Ao término da reagdo, o material € submetido a uma rapida descompressdo e

coletado em um tanque de expanséo.

Com a realizacdo desse pré-tratamento, a idéia é que ocorra hidrélise das
hemiceluloses, liberando os carboidratos que podem sofrer degradacdo térmica, e a lignina é
parcialmente fragmentada, tornando a estrutura da biomassa passivel a penetracdo de agua,
acidos e enzimas, de modo que o potencial hidrolitico da celulose é aumentado
significativamente (SUN E CHENG, 2002; BAUDEL, 2006). O pré-tratamento com explosao

a vapor atua tanto quimica quanto fisicamente na biomassa.

Outro tipo importante de pré-tratamento combinado é o hidrotérmico. Nos ultimos
anos, houve um grande interesse no estudo da influéncia da agua quente sob alta pressdo nos
processos de conversdo de biomassa. A agua, que age nessa situacdo como o solvente, deve
estar entre 150 e 230 °C. Esse tipo de tratamento vem sendo considerado como bastante
promissor para a biomassa lignoceluldsica, uma vez que a utilizacdo apenas de dgua em um
pré-tratamento ndo gera a principio nenhum tipo de residuo nem corrosdo dos equipamentos
(ROGALINSK et al., 2008).

Sob elevada pressédo, a &gua quente tem o poder de se infiltrar na estrutura celular da
biomassa, hidratar a celulose e enfim, remover a hemicelulose. O processo hidrotérmico é
capaz de remover até 80% de hemicelulose e melhorar a digestibilidade enziméatica do material
lignocelulosico (MOSIER et al., 2005).

Allen et al. (1996) relataram completa dissolucdo de xilana e mais de 90% de
recuperacdo de pentosanas pelo pré-tratamento hidrotérmico de bagaco de cana de agucar em

reator de fluxo continuo.

Petersen et al. (2009) estudaram a otimizagdo do pré-tratamento hidrotérmico de palha
de trigo para a producdo de etanol. Os experimentos mostraram que as melhores condicdes de
pre-tratamento foram de 195° C em um tempo de 6 a 12 min, obtendo-se uma recuperacao de
aproximadamente 70% de hemicelulose, 94% de celulose, sendo que 89% dessa celulose

puderam ser convertidas em etanol.

Freitas (2011) estudou o pré-tratamento hidrotérmico do sabugo de milho e verificou

que a melhor condicéo para a extracdo de hemicelulose foi com 30 minutos de rea¢do a 185°C.
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Em comparacéo ao tratamento com acido diluido, o hidrotérmico oferece duas grandes

vantagens:

» Como ndo h utilizacdo de &cido, torna-se desnecessaria 0 uso de reatores resistentes a
corrosdo, o que diminui o custo do processo;

» O tratamento hidrotérmico produz quantidades bem menores de residuos por
neutralizacdo do hidrolisado (SILVA, 2009).

2.2.3 Pré-tratamentos Biologicos

No pré-tratamento bioldgico, os fungos sdo 0s componentes que promovem a
deslignificacdo. O desejo do processo de biodeslignificacdo é que a lignina seja solubilizada
através da acdo dos microrganismos, porém esses processos sdo muito lentos, com baixos
rendimentos e, além do mais, ainda ndo existe muito estudo com esse tipo de tratamento
(BALAT et al., 2008).

2.2.4 Pré-tratamentos Fisicos

Os métodos fisicos para realizacdo de pré-tratamento consistem na reducdo do
tamanho das particulas da biomassa, fazendo com que a superficie especifica da celulose
torne-se mais desenvolvida, de modo que a hidrélise da mesma ocorra com relativa facilidade.
Porém, apenas a reducdo das particulas, em muitos casos, ndo é suficiente para que as etapas
posteriores sejam eficazes (BAUDEL, 2006).

2.2.5 Formacao de Inibidores

De acordo com Martin et al. (2007), o uso conjunto de alguns tipos de tratamentos
leva & formacdo de alguns subprodutos que interferem, posteriormente, no processo de
fermentagdo do hidrolisado. Esses produtos, em geral, sdo acido acético, que é formado pela
hidrolise do grupo acetil que esta presente na fracdo de hemicelulose, acidos formicos e
levulinicos, produtos de degradacédo do aclcar, compostos fendlicos, formados principalmente
pela degradacdo parcial da fracdo de lignina e furaldeidos como furfural e hidroximetilfurfural

(HMF), formados pela degradacéo de pentoses e hexoses, respectivamente.

H4, portanto a necessidade de se realizar algum tipo de destinagdo para esses residuos
que sdo gerados com a etapa de pre-tratamento. No caso do chamado licor negro, por
exemplo, que é a fracdo liquida gerada no pré-tratamento, apresenta-se bastante toxico e pode

causar grandes impactos ambientais, devendo ser tratado.
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2.3 Hidrolise do Material Lignocluldsico

O processo de obtengdo do etanol a partir da biomassa lignocelulésica envolve a etapa
de hidrélise dos polissacarideos, expostos apOs etapa de pré-tratamento, em acglcares de
cadeias menores que sdao fermentesciveis. Um processo de hidrolise enzimatica com prévia
etapa de preé- tratamento pode ter o seu rendimento aumentado de 20% para 90%, o que faz

com que o pré-tratamento seja etapa decisiva na producdo do etanol (NOJIRI, 2009).

A hidrolise pode ocorrer tanto pela acdo de acidos como de enzimas. A Ultima se
mostra mais promissora por ser mais seletiva e necessitar de equipamentos menos rigorosos
do que a hidrdlise acida, visto que os custos do processo devem sempre ser levados em conta
(LYND et al., 1996).

Em ambos os processos de hidrdlise, a celulose é convertida em glicose conforme a

Equacéo 1.
n C5H1005 +n H20 —n C5H1205 (1)
2.3.1 Hidrolise Enzimética

A acdo de enzimas para realizar a etapa de hidrolise da celulose constitui a hidrélise
enzimatica. Essa reacdo € catalisada por enzimas altamente especificas, as celulases. Na
verdade, trata-se de um complexo enzimatico composto por pelo menos trés grandes grupos
de celulases: as endoglucanases, as exoglucanases (subdivididas em celobiohidrolases e
glucanohidrolases (GHs)) e as pB-glucosidases (SILVA, 2010). A funcdo baésica das
endoglucanases € hidrolisar de forma aleatoria as regifes internas da estrutura amorfa da
celulose, produzindo oligossacarideos de menor peso molecular e, consequentemente, novos
terminais, sendo um redutor e um n&o redutor. As exoglucanases, por sua vez, sdo enzimas
divididas em celobiohidrolases (CBHSs) e glucanohidrolases (GHs). As GHs sdo capazes de
liberar glicose diretamente do polimero e sdo estruturas raras. Ja& as CBHs sdo responsaveis
pela liberagcdo de celobiose a partir das extremidades da cadeia de celulose. O dltimo grupo
das celulases, as B-glicosidases séo enzimas que completam a hidrélise, pois tém a capacidade
de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis em glicose (AGUIAR, et al., 2008). A

Figura 8 mostra 0 modo de acdo desse complexo enzimatico.
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Figura 8 - Mecanismo de agdo das enzimas celuloliticas na degradag&o da celulose.
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Fonte: PITARELO, 2007.

O processo enzimatico apresenta-se, portanto muito eficaz e vantajoso, ja que €
possivel obter altos rendimentos em condi¢cdes menos criticas. Além disso, 0 processo €
menos poluente. No entanto, o elevado custo das enzimas ainda € um obstaculo de escala
industrial (ODEGA,; PETRI, 2010; WYMAN, 1999).

2.4 Fermentacdo da Biomassa

Existem diversas formas para realizar a conversdo do material celulésico a etanol. No
entanto, a abordagem em que se tem uma maior facilidade de controle das condicGes de
operacdo é a sacarificacdo seguida de fermentacdo, ou seja, os estagios de hidrolise e
fermentacdo ocorrem separadamente. A desvantagem do uso dessa abordagem é que como 0s
produtos da hidrolise &cida inibem as enzimas, ha limitacdo da taxa de sacarificacdo, o que
pode acarretar em baixos rendimentos de etanol (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Sabe-se que a taxa de hidrolise e a composi¢do dos agucares resultantes dependem dos
métodos de pré-tratamento, hidrélise e das condigdes experimentais utilizadas. Porém, de
forma geral, os constituintes principais dos hidrolisados sdo a glicose e xilose liberados da
celulose e hemicelulose, respectivamente. A glicose, que é produzida com a hidrdlise da
celulose, pode facilmente ser fermentada por microrganismos como € feito atualmente. Em
contra partida, a hidrolise da hemicelulose produz em pequena gquantidade hexoses, que sdo

estruturas facilmente fermentadas, e pentoses, que, por sua vez, sdo conhecidas como
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acucares de dificil conversdo. Os processos industriais de producgdo de etanol estdo baseados
essencialmente no uso de hexoses, que leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, sdo
capazes de consumir. Essa levedura tem se mostrado economicamente viavel e com bons
rendimentos de conversdo. Diante desse fato, as tecnologias de fermentacdo que utilizam as
pentoses necessitam ser bem desenvolvidas para realcar a eficiéncia total do processo de
conversdo (LEE, 1997).

Existem diversos estudos e projetos de microrganismos de fermentagdo que utilizam
as pentoses, através de modificacbes genéticas, mas os rendimentos em etanol ainda ndo sdo
suficientes para tornar o processo economicamente viavel em escala industrial. Além disso,
existem ainda o0s produtos de degradacdo (&cido férmico, acético, furfural,
hidroximetilfurfural e fendis), que sdo produzidos durante o pré-tratamento e a hidrdlise, e
que tem a capacidade de inibir consideravelmente o processo de fermentacdo, diminuindo os
rendimentos do bioetanol, devendo ser removidos ou minimizados (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000; KNAUF e MONIRUZZAMAN, 2004). Todos esses fatores devem ser
intensamente avaliados para que se possa escolher a melhor via fermentativa e tornar o

processo economicamente viavel.

O processo de fermentacdo alcodlica ocorre por uma série de reacdes quimicas, que
sdo catalisadas por um complexo de enzimas, presentes no metabolismo de diferentes

microrganismos, sendo o0 mais utilizado a levedura Saccharomyces cerevisae.

A glicolise € conhecida como o processo de quebra e oxidacdo da glicose, que é um
processo anaerobio. A grande maioria dos organismos utiliza a glicose como substrato
oxidavel, dessa forma, ela é conhecida como fonte energética universal. Possui formula
molecular CgH1,0¢ € € dividida em duas moléculas de piruvato na via glicolitica. No processo
de obtencdo do alcool a glicose é quebrada em duas moléculas de piruvato (3C), onde dois
pares de hidrogénios sdo liberados e os respectivos elétrons, que se encontram carregados de
energia, sdo provisoriamente entregues a forma oxidada de duas moléculas de NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo), que passam a NADH + H* na forma reduzida. Na
presenca de oxigénio, este serd o receptor final desses hidrogénios, ap0s liberacdo da energia
dos elétrons para formacdo de ATP, regenerando NAD. Na auséncia de oxigénio, quando o
alcool sera formado, a enzima piruvato descarboxilase transforma piruvato em acetaldeido e a

enzima desidrogenase alcoodlica catalisa a entrega dos hidrogénios (que estavam na forma de
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NADH + H") ao acetaldeido, reduzindo este a etanol e, assim, regenerando NAD. Dois ATPs
por molécula de glicose séo obtidos nesse processo (LEHNINGER e COX, 2002).

Pode-se observar que a fermentacdo alcodlica permite que em condic¢Bes de auséncia
de oxigénio, a célula possa conseguir energia suficiente para garantir a manutencdo das
atividades vitais e crescimento celular, através desse mecanismo alternativo de regeneracéo
do NAD (NASCIMENTO, 2011).

A maior parte das usinas, aproximadamente 70%, utilizam para a producédo de etanol,
o processo de “batelada alimentada” com recirculacdo e tratamento posterior da levedura,
processo conhecido como Melle-Boinot. Este procedimento é considerado como 0 mais
seguro, ao se levar em conta os fatores de assepsia e manutencdo, ja que ao final de cada
batelada a dorna pode ser esvaziada para limpeza e possiveis manutenc@es no equipamento.

Assim, uma nova fermentacdo podera ser iniciada com seguranca (MARTINS, 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s procedimentos experimentais requeridos para todas
as etapas envolvidas nesse estudo, bem como para a caracterizacdo quimica das biomassas,
etapas de pré-tratamento, hidrélise e fermentacdo. As etapas empregadas nesse trabalho sdo
apresentadas no fluxograma da Figura 9.

Figura 9 - Fluxograma das etapas envolvidas no estudo dos pré-tratamentos acido e
hidrotérmico.

[Matérias Primas: Palha e Sabugo de Milhoj

[Sanitizagéo e Secagem)

(Trituragéo - moinho de facas (30 mesh))

v

[Determinagéo do teor de umidade e ART no material in natura]

v

Pré-tratamentos

Hidrotérmico

Planejamento Experimental Reator PARR:
Fatores: 170°C e 15 min;
1.tempo (15 e 120 min); 195°C e 10 min
2.temperatura (100 e 120°C);
conc. H2S04 (0,5 e 3,5%).
Pontos em estrela e
triplicata no ponto central

Caracterizagdo em CLAE:
Determinacgao de celulose,
hemicelulose, lignina,
(Determinagéo de ART e acidez] cinzas, proteinas, extrativos

para Hidrdlise Enzimatica e Fermentacdo

v

Hidrdlise Enzimatica:
Accellerase 1500,
Shaker, a 50°C e 150 rpm,
por 72 horas

v

Fermentagao do hidrolisado: Saccharomyces cerevisiae,
Shaker a 30°C, 200 rpm por 24 horas,
com acompanhamento do teor de sélidos soltveis (°brix)

v

[Destilagéo e medida do teor alcoc')lico)

[ Escolha das melhores condiges ]
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3.1 Matéria Prima

A palha e o sabugo de milho in natura utilizados nesse trabalho foram oriundos de
espigas de milhos comprados na feira livre da cidade de Macei6 — AL. O pré-tratamento
hidrotérmico da palha e do sabugo foi realizado no laboratorio de engenharia bioquimica da
UFSCar.

O extrato enzimatico (Accelerase 1500) utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido

pela UFSCar, atraves de projeto de cooperacao.

Na etapa de fermentacédo foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae (levedura

comercial na forma liofilizada da marca Fermix).

Os demais reagentes de laboratorio utilizados neste trabalho foram adquiridos em grau

analitico e ndo sofreram qualquer tratamento antes de sua utilizacéo.
3.2 Higienizagéo, Secagem e Trituracdo para obtencéo da farinha

As palhas sofreram processo de sanitizacdo apds serem separadas das espigas. Esse
processo consistiu em lavagem das palhas com 100 ppm de &gua sanitéaria durante 15 minutos.
Apbs esse tempo, as palhas foram lavadas em agua corrente. O sabugo foi também separado
das espigas e cortado em tamanhos menores. Ap0Os essa etapa, ambas as matérias-primas,
palha e sabugo, passaram por secagem em dessecadora (a 30°C) e estufa (a 45°C) conforme
Figuras 10 e 11.

Figura 10 - Sabugo de milho em processo de secagem em estufa.

Fonte: Acervo do autor.
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Figura 11 - Palha de milho em processo de secagem em estufa.

Fonte: Acervo do autor.

Apds o material se apresentar desidratado (aspecto quebradico), o que levou em torno

de 7 dias, foi triturado para se obter a farinha, tanto do sabugo quanto da palha. O sabugo foi
triturado em liquidificador industrial, enquanto que a palha foi cominuida em um moinho de

facas, tipo Willye para obter-se uma granulometria de 30 mesh, conforme Figuras 12 e 13.

Figura 12 - Sabugo sendo triturado em liquidificador industrial.

-=y

Fonte: Acervo do autor.

Fonte: Acervo do autor.
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Apos trituracdo, as farinhas foram obtidas (Figura 14) para se realizar as andlises e

demais tratamentos.

Figura 14 - Palha e sabugo obtidos apos trituracao.

Fonte: Acervo do autor.

3.3 Determinacéo do Teor de Umidade

A umidade das amostras foi determinada empregando determinador de umidade
modelo ID50 (Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda) a 100°C em modo automaético.
Para cada amostra, a determinacdo da umidade foi feita sempre em duplicata, usando-se o
valor médio. As amostras de material pré-tratado foram mantidas em capela de fluxo laminar
por 24 horas, com o intuito de se obter um teor de umidade em torno de 10%. Apds isso o teor

de umidade foi determinado. O equipamento pode ser visualizado na Figura 15.

Figura 15 - Equipamento determinador de umidade.

Fonte: Acervo do autor.
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3.4 Determinacao do Poder Calorifico Superior

Para a determinacdo do poder calorifico da palha e do sabugo do milho in natura
utilizou-se um Calorimetro IKA C200 (ASTM D-2382), seguindo as normas ABNT NBR
8633/84.

A amostra foi colocada num pequeno cadinho no interior da bomba calorimétrica.
Essa camara de combustdo de aco inox, capaz de resistir a grandes pressdes, tem valvula para
a admissao de oxigénio e tambeém contatos elétricos para provocar a inflamacdo da amostra.
Depois que a amostra € inserida, a bomba é hermeticamente fechada e recebe carga de
oxigénio sob pressdo de aproximadamente 25 kgf/cm?. A bomba calorimétrica é ent&o imersa
no calorimetro (vaso que apresenta excelente isolamento térmico) que contém massa de dgua
conhecida, sob agitacdo. O sistema trabalha em condi¢des adiabaticas, ndo havendo perda
nem ganho de calor do calorimetro para as vizinhancas (OPERATING INSTRUCTIONS IKA
C 200, 2011).

Quando todos os componentes dentro do calorimetro atingem uma temperatura
uniforme e constante, provoca-se a inflamacdo da amostra, mediante uma corrente elétrica
que passa por um fio condutor que fica em contato com a mesma. O calor liberado na
combustdo causa a elevacdo da temperatura da agua. Esta temperatura é cuidadosamente
medida, com um termdmetro de precisdo de Beckmann, antes e depois do término da reacéo,
quando a temperatura no interior do calorimetro é novamente constante. A variacdo de
temperatura AT, observada no calorimetro ¢ proporcional ao calor que a reagdo liberta ou

absorve (OPERATING INSTRUCTIONS IKA C 200, 2011).

Apds o fim do processo tem-se o valor do PCS dado nas unidades J/g. Na Figura 16

pode-se visualizar o calorimetro utilizado para realizar as analises do PCS.

Figura 16 - Calorimetro usado nas andlises.

Fonte: Acervo do autor.
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3.5 Pré-Tratamento Hidrotérmico

Para a realizagdo do pré-tratamento, a metodologia é apresentada de acordo com o pré-
tratamento utilizado. Foram realizados dois pré-tratamentos: o hidrotérmico, com completa

caracterizacdo, e o com &cido diluido, de acordo com um planejamento experimental.

O pré-tratamento hidrotérmico ocorreu em um reator PARR (Fabricante PARR
Instrument Company Moline, Illinois, EUA), modelo 4580 HP/HT com capacidade de 5 L

(Figura 17). Sua metodologia, proposta por Silva et al. (2010), serd apresentada a seguir.

» Uma amostra de base seca de palha e/ou sabugo de milho foi misturada com agua
numa propor¢do agua/biomassa de 10:1 (massa liquido/massa sélido), em um reator de
aco inoxidavel com PID para controle de temperatura;

» As condicdes de tempo e temperatura avaliadas foram: 170°C por 15 minutos de
reacdo e 195°C por 10 minutos; A melhor condicéo, tanto para a palha quanto para o
sabugo, em termos de acUcares obtidos apds o pre-tratamento, foi escolhida para

seguir as etapas de hidrélise enzimatica e fermentacéo;

» Ao final do pré-tratamento, a fracdo solida, composta de material lignocelul6sico, foi

separada da fracédo liquida por meio de uma filtracdo em tecido;

» A fracdo sélida foi submetida a uma lavagem com &gua para a remocdo da
hemicelulose residual até pH neutro.

Figura 17 - Reator PARR.

Fonte: Acervo do autor.
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3.5.1 Caracterizagdo Quimica do Material In Natura e Apds Pré-tratamento
Hidrotérmico

Para as amostras de palha e sabugo de milho in natura a quantidade de extrativos foi

determinada.
3.5.1.1 Extrativos

Adicionou-se 4,0g (massa seca) de palha/sabugo in natura em um cartucho e colocou-
se em um sistema de extracdo (Soxhlet - Diogolab). Em um baldo de fundo redondo
adicionou-se 190 mL de etanol 95%. A manta foi ajustada para fornecer um ciclo minimo de
6 sifdes por hora. Refluxou-se por 12 horas. O liquido contendo os extrativos foi colocado em
rotaevaporizador até se obter um liquido viscoso. Retirou-se este liquido utilizando um pouco
de etanol. Colocou-se em uma placa de Petri, previamente tarada e deixou-se em capela ligada

até se obter massa constante. A massa de extrativos da palha e sabugo in natura foi calculada.

As amostras de palha e sabugo de milho foram caracterizadas, in natura e apos pré-
tratamento, utilizando-se a metodologia para caracterizacdo quimica de bagaco de cana-de-
acucar descrita por Gouveia et al. (2009), com excecdo da analise de proteina, pelo método de
Kjeldahl, proposto por Cotta et al. (2007). A fracdo liquida oriunda da etapa de caracterizagdo
foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Cada etapa deste processo

de caracterizacdo sera descrita nos proximos itens.
3.5.1.2 Hidrolise com Acido Sulfarico 72%

Amostras de 1 g (moidos em liquidificador industrial e moinho de facas) de palha /
sabugo de milho, pesadas com precisdo de 0,1 mg foram transferidas para béqueres de 100
mL e tratadas com 10 mL de H,SO, 72% v/v, sob vigorosa agitacdo, em um banho
termostatizado (Nova Etica) a 45°C por 8 min. As amostras foram transferidas
guantitativamente para frascos erlenmeyers de 500 mL, adicionando-se 275 mL de agua
destilada. Os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e autoclavados por 30 min a
120°C. Apos a descompressdo da autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a
temperatura ambiente, sendo a fracdo solida separada da fracéo liquida por filtracdo em papel
de filtro qualitativo. A fracéo liquida foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL, o qual
teve 0 seu volume posteriormente completado com agua destilada. A solucdo foi armazenada
para analises posteriores de carboidratos, acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural

(HMF) e lignina soluvel.
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3.5.1.3 Determinag&o de Lignina Insolvel na Fragdo Solida

O material retido no papel de filtro foi lavado com 1500 mL de &gua destilada,
transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100 °C até massa constante. A
percentagem de lignina insoltvel foi calculada em relacdo a massa de amostra seca conforme
a Equacao 2.

%L, = %*mo )

A
Onde: Lg;=Lignina Klason insolavel, Mx=massa de lignina insoltvel seca; M.=massa de

cinzas; Ma=massa da amostra seca.
3.5.1.4 Determinacdo de Lignina Solavel na Fracdo Liquida

A gquantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm
em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000). O célculo da lignina solavel foi
determinado conforme a Equagédo 3.

C,, =4187*107%(A, - A,)—3,279 *10™ (3)

lig

onde: Cjiy = concentracéo de lignina sollvel, em g/L; At = absorbancia da solucéo de lignina
junto com os produtos de degradagdo, em 280 nm; Apg = (C1 €1 + C2 €2) —absorbancia, em 280
nm, dos produtos de decomposicdo dos acucares (furfural e HMF), cujas concentracdes c; e C;
foram determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e €1 € €

séo as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L /g.cm.

3.5.1.5 Determinacio de Carboidratos, Acidos Organicos, Furfural e Hidroximetilfurfural
na Fracdo Liquida

Antes da determinacdo de carboidratos e de &cidos organicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de extragdo em fase sélida
Sep-Pak C18 (Phenomenex). Para a construcdo das curvas de calibragdo dos carboidratos,
foram injetadas no cromatdgrafo liquido, solu¢bes contendo celobiose, glicose, xilose e
arabinose. A construcdo das curvas de calibragcdo dos acidos organicos foi realizada através da
injecdo de solucdes contendo cido acético e &cido formico. As condigdes das analises foram:
coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad); fase médvel: H,SO,4 0,005 mol/ L; vazdo
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de 0,6 mL/min; temperatura do forno: 45 °C; em cromatografo Shimadzu modelo LC-10AD,
empregando um detector de indice de refracdo Shimadzu modelo RID-6A.

Para determinar as concentragdes de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural foram
realizadas analises cromatograficas (CLAE). Construiram-se curvas de calibracédo de furfural
e hidroximetilfurfural injetando solugdes padrdes destes dois compostos. As amostras dos
hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 pm e analisadas. Condi¢des experimentais:
coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm), fase movel solucéo de acetonitrila/agua 1:8 com 1% de
solucdo de &cido acético, vazao de 0,8 mL/min, temperatura do forno 25°C e detector UV/VIS
(SPD-10A) a 274 nm, em cromatdgrafo Shimadzu.

3.5.1.6 Determinacdo de Cinzas

Apds a determinacdo da lignina insolivel em meio acido, a mesma, juntamente com o
papel de filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado. A amostra
foi calcinada lentamente & 150°C por 30 min, 250°C por 20 min e mais 120 min a 800 °C, em
uma mufla (modificado de ROCHA et al., 1997).

Na determinacdo das cinzas totais, pesaram-se aproximadamente 1 g de material em
cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina

insoltvel e das cinzas totais foi determinado conforme a Equacéo 4.

. M
%cinzas = —< *100 4)
Ma
onde: % cinzas = percentual em massa de cinzas; M. = massa de cinzas (diferenca entre a
massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio); M, = massa da amostra em base

seca.
3.5.1.7 Determinacao de Proteinas

Digestdo da matéria organica: 0,5 g de amostra foi transferido para um tubo de
Kjeldahl e adicionado 2 g de mistura catalitica (sulfato de sodio, sulfato de cobre e diéxido de
selénio na proporcao 100:1:0,8 misturados e triturados em almofariz e pistilo). Na capela de
exaustdo de gases, adicionou-se ao tubo cerca de 10 mL de &cido sulfarico concentrado.
Tentou-se fazer com que a amostra e 0s reagentes caissem no fundo do tubo sem tocar as
paredes. O tubo foi acoplado ao digestor de Kjeldahl, ajustando o aquecedor inicialmente
numa posicdo de aquecimento baixo para evitar a digestdo violenta e conseqliente perda do
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material. A cada 15 min a temperatura foi elevada suavemente (mais 50°C) até que a mesma
chegasse a 350°C. O tempo de digestdo variou de 1 a 4 horas. A amostra esta digerida quando
apresentar coloracdo incolor ou levemente esverdeada. Desligou-se o aquecedor e deixou-se

por 15 a 30 min para esfriar, colocando na boca do tubo um tampéo de algodao.

Destilacdo do nitrogénio: Transferiu-se 25 mL de acido borico a 4% para um
Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 2 gotas de indicador vermelho de metila 0,25% e 2
gotas de indicador verde de bromocresol 0,2%. O destilador de kjeldahl foi preparado,
mergulhando a saida do condensador no Erlenmeyer, tendo o cuidado de observar se a
extremidade final deste estd completamente mergulhada na solu¢do de acido borico.
Adicionou-se ao tubo contendo a amostra digerida agua destilada até um pouco menos da
metade do tubo e 3 a 5 gotas de fenolftaleina 1%. O tubo foi acoplado ao destilador de Buchi.
Apos a solucdo estar aquecida, desligou-se o aquecimento e adicionou-se, lentamente, NaOH
40% até conseguir pH alcalino (mudanca para coloracdo rosa). A destilacdo foi feita até

recolher um volume de destilado de aproximadamente 100 mL.

Titulacdo do nitrogénio: A solucdo do Erlenmeyer foi titulada com acido cloridrico 0,1
N padronizado até o aparecimento da coloracdo avermelhada. O teor de proteina foi
determinado pela equacéo 5:
F.14

Proteina total (¢/100 g) = VHCl-ch.J:HC,. 1, 5

Onde: V = volume gasto na titulacdo com acido cloridrico 0,1 N; f = fator de correcdo da
solugdo de acido cloridrico 0,1 N; F = fator de correspondéncia nitrogénio — proteina. O valor
de F para alimentos em geral € 6,25; P = massa tomada de amostra.

3.6 Pré-Tratamento com Acido Sulfurico

De acordo com estudos feitos por Baudel (2006) e Martin et al. (2007) o tratamento
com acido sulfarico gera bons rendimentos de glicose, apesar de algumas desvantagens como
a necessidade de equipamentos especiais. A geracdo de bons rendimentos de glicose motivou
a realizagdo de um pré-tratamento com 4&cido sulfurico, que ocorreu através de um

planejamento experimental.

Dois planejamentos experimentais (um para a palha e outro para o sabugo) com trés

fatores, em estrela com triplicata no ponto central foram realizados, com o objetivo de
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verificar, entre os fatores estudados e seus niveis, quais os significativos e com isso otimizar a
etapa de pré-tratamento. Os trés fatores estudados com seus niveis e pontos centrais estdo
dispostos na Tabela 4. Os pontos em estrela estdo a uma distancia de V2 unidades codificadas
do ponto central. As respostas avaliadas para esses planejamentos foram acidez e agucares
redutores totais (ART), onde duas melhores condi¢es para cada biomassa, em termos de
ART obtido, foram escolhidas para seguir as etapas posteriores de hidrolise enzimética e

fermentacao.

Tabela 4 — Fatores e niveis estudados no planejamento experimental para as duas biomassas.

Nivel Nivel Ponto Pontos em Pontos em
Fatores inferior superior central estrela estrela
() (+) (0) (-\2) (+2)
1. Tempo (min) 15 120 67,5 7 142
2. Tempoeratura 100 120 110 9 124
(°C)
3. Concentracéo
de H,S0; (%) 0,5 3,5 2,0 0,1 4,0

Deve-se destacar que as escolhas dos niveis das variaveis seguiram critérios coerentes,

relacionados com limitagdes ou valores previamente conhecidos:

» As temperaturas escolhidas foram devido as restricdes da autoclave utilizada;

» Com relacdo ao tempo, os niveis escolhidos foram com o intuito de abranger uma
faixa de resultados ja indicados na literatura;

» As concentracfes de acido sulfurico usadas foram devido a trabalhos ja realizados na
literatura, observando que para concentracdes inferiores a 0,5% ndo se obtém
resultados efetivos e acima de 3,5% se torna invidvel devido ao gasto de material e

grande geracdo de residuos acidos.

A realizacdo do experimento ocorreu em Vvarias etapas, onde 0s ensaios que
apresentavam as mesmas condi¢Oes de tempo de aquecimento e temperatura puderam ir
juntos para a autoclave (Figura 18), variando-se a concentracdo de acido. A metodologia do

pré-tratamento &cido é descrita a seguir.
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Figura 18 - Autoclave onde foram realizados os pré-tratamentos acidos.

>

A\

Fonte: Acervo do autor.

A massa seca de material a ser colocado no Erlenmeyer foi pesada em balanga
analitica de acordo com o teor de umidade do material, que foi calculado;

A razdo foi de 1:10 (massa de material seco/volume de solucao acida), como proposto
por SILVA et al., 2010. Com a umidade de cada material, foi possivel medir a massa,
para um volume final de 100 mL;

As solucBes de &cido sulfarico foram preparadas de acordo com a concentracdo
requerida nos ensaios;

A massa do material foi adicionada ao Erlenmeyer e em seguida a solucéo;

Os Erlenmeyers foram tampados e colocados na autoclave;

Apo6s o tempo de experimento, essas amostras foram retiradas da autoclave e filtradas
em papel filtro. O teor de ART e a acidez foram determinados do licor obtido desse

pré-tratamento.

3.6.1 Determinacdo dos Aclcares Redutores Totais (ART) e Acidez

A determinacdo dos aclcares redutores totais (ART) foi feita pelo método

espectrofotométrico, proposto por Miller (1959), que utiliza a solugcdo de &cido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS) e leitura a 540 nm. Para isto, foi necessario o preparo de uma curva

padréo de glicose. Deve-se, também, salientar que, para a analise de agucares redutores totais,

faz-se necessaria uma hidrolise acida prévia. O preparo da solu¢do de DNS, da reacéo em si,

da curva padréo e da hidrdlise para aglcares ndo-redutores sdo detalhados a seguir.
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3.6.1.1 Preparo da Solucéo de Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

1g de DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) foi dissolvido & temperatura ambiente em
20mL de NaOH 2N e 50 mL de &gua destilada. 30g de sal de Rochelle (tartarato duplo de
sodio e potassio — C4H4;KNaOs.4H,0) foi adicionado somente quando o DNS se encontrava
totalmente dissolvido. Para facilitar a dissolucéo, a solugéo foi aquecida até no maximo 40°C.
Apos a adicdo do sal Rochelle, completou-se o volume para 100 mL com &gua destilada. A

solucéo foi armazenada em frasco escuro e na geladeira.
3.6.1.2 Hidrdlise dos Acucares N&o-redutores

1 mL da amostra foi transferida para um tubo de ensaio e foi adicionado 5 mL de
H.SO,4 1,5M, levando a banho fervente por 20min e agitando ocasionalmente para hidrolisar
os polissacarideos e outros agucares ndo-redutores (a0 menos a cada 5 min). Apos esse tempo,
a amostra foi resfriada e transferida para béquer. Adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina 1% e,
cuidadosamente, com o auxilio de pipeta Pasteur, NaOH 26% até a coloragdo résea. Em
seguida adicionaram-se gotas de H,SO,4 1,5M até voltar a coloracdo original. A amostra foi
homogeneizada e transferida para proveta, completando o volume com &gua destilada até 50

mL.
3.6.1.3 Reacdo para Determinacdo dos Acucares pelo Método do DNS

Transferiu-se 0,25 mL da amostra para um tubo de ensaio com tampa e adicionou-se
0,5 mL de agua destilada. Quando o banho de agua estava fervendo, adicionou-se 0,25 mL do
reagente de DNS e entdo a amostra foi levada para o banho fervente por 5min, permitindo que
a reacdo entre a amostra e 0 DNS acontecesse. Ap6s 0 tempo de reacdo, a amostra foi retirada
da agua fervente e colocada em banho de gelo. Ao atingir a temperatura ambiente, ajustou-se
0 volume com agua destilada para 5mL (ou seja, adicionou-se 4 mL de agua destilada) e
realizou-se a leitura da amostra em espectrofotdmetro, a 540nm, por absorbancia. A partir da
curva padrdo de concentracbes conhecidas de glicose obteve-se a equacdo da reta, que
permitiu a realizacdo do célculo da concentragdo de ART em cada amostra.
Observagao: para “zerar” o espectrofotometro € ler as absorbancias foi necessario se fazer um
branco, substituindo-se na reacdo de DNS a amostra por agua destilada. As leituras de
absorbancia devem estar dentro da faixa de leitura da curva de calibragdo. Caso o valor de

absorbancia seja maior, a amostra deve ser diluida e passar novamente pela reacdo de DNS.
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3.6.1.4 Preparo da Curva Padréo de Glicose

Uma solucdo de glicose 1 g/L foi preparada, pesando-se em um bécker 0,05 g de
glicose e diluindo em cerca de 30 mL de &gua destilada. Transferiu-se a solugdo para um
baldo volumétrico de 50 mL, e o volume foi completado com agua destilada. Homogeneizou-
se o frasco. Utilizando esta solucdo padrdo, realizaram-se dilui¢bes, conforme Tabela 5, para

se obter diferentes concentragGes da amostra.

Tabela 5 - Dilui¢Ges para preparo da curva padrao de glicose.

Volume da solugéo de Volume H,O Volume Concentragéo de
glicose 1g/L (mL) (mL) total (mL) glicose (g/L)
0,05 0,20 0,25 0,2
0,10 0,15 0,25 0,4
0,15 0,10 0,25 0,6
0,20 0,05 0,25 0,8
0,25 0,00 0,25 1,0

A reacdo de DNS foi realizada conforme procedimento anteriormente descrito no item
3.6.1.3. Para uma melhor precisdo dos resultados, o coeficiente de correlacdo (R?) deve ser

maior que 0,97. A concentracdo de ART é dada pela equacéo 6:

ART (g/L) = diluicdo de hidrélise x absorbancia x fator da curva padrédo (6)
3.6.1.5 Determinacédo da Acidez

A acidez foi determinada conforme metodologia do Instituto Adolf Lutz (1985). Este
método baseia-se na titulacdo de neutralizacdo de &cidos com solugdo padronizada de alcali
(solucdo de NaOH 0,1 N) e com o uso de indicador fenolftaleina 1%. O procedimento sera

descrito a seguir.

2 mL da amostra, diluida em 50 mL de &gua destilada, foi titulada com solugéo de
NaOH 0,1 N, adicionando-se a solugdo 2 gotas de fenolftaleina 1%. O teor de acidez é dado

pela equacao 7:

acidez (g 4cido organico/100g) = Viaon-N Nla(‘;“ 'fNa‘;l“ PMaci (7)
.m.n




48

Onde: V = volume gasto na titulagdo da solugcdo de NaOH, em mL; N = normalidade da
solugéo de NaOH; f = fator de correcéo da solugédo de NaOH; m = massa tomada da amostra;
nh = nimero de hidrogénios ionizaveis; PM = peso molecular do &cido (nesse caso, o &cido

acetico, que possui PM= 60 g/mol e nh=1).

Os rendimentos massicos obtidos ao final de cada pré-tratamento foram calculados

utilizando a Equagéo 8:

m..
R:%xloo (8)

inicial

Onde: miniciar = Massa inicial seca de material lignocelulésico (g); msinat = Massa final seca de

material lignocelulosico (g); R= rendimento massico.
3.7 Hidrolise Enziméatica

Os experimentos submetidos a hidrolise enziméatica foram realizados utilizando a
enzima comercial Accellerase 1500, apenas com as melhores condi¢cBes de ambos os pré-
tratamentos testados. Os ensaios ocorreram segundo Silva, 2011, com 1,0% de carga de
solidos (1 g de biomassa pré-tratada: 100 mL de solucdo). A solugdo para hidrélise continha

60 mL de tampdo citrato, pH 4,8 (50 mM), 38 mL de agua destilada e 2 mL da enzima.

A hidrolise enzimatica ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL em Shaker, a 50°C
e 150 rpm, por 72 horas. Apés a hidrolise enzimatica, o ART foi determinado conforme ja
descrito nos itens 3.6.1.2 e 3.6.1.3.

3.8 Fermentacdo do Hidrolisado Enzimatico

O microrganismo utilizado para a fermentagéo etandlica foi a levedura Saccharomyces
cerevisiae comercial, fermento bioldgico fermix. Os ensaios ocorreram de acordo com Wolf,
2011, onde o liquido contendo glicose resultante da hidrélise enzimética dos materiais

lignocelulosicos foi utilizado na etapa de fermentagé&o.

Para o preparo do inoculo, foi utilizado o meio de cultura YPD (Yeast Peptone
Dextrose). Em frascos Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados: 30 mL do hidrolisado, 0,6 g
de peptona bacteriologica e 0,3 g de extrato de levedura. O meio foi esterilizado a 121°C por
15 min. Apos isso, foi adicionada 6,7 mL da solucdo de sulfato de magnesio e fosfato de
amonio e por ultimo, 0,3 g do fermento.
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A fermentacdo ocorreu em Shaker a 30°C, 200 rpm por 24 horas, com
acompanhamento do teor de solidos soltveis (°brix), medido atraves de refratdmetro digital.
Apds essa etapa, 0 ART, crescimento celular, teor alcoolico, rendimento e eficiéncia
fermentativa foram determinados. O crescimento celular foi determinado através de técnicas
de contagem em cdmara de Neubauer. O teor alcoolico foi determinado por destilagdo,
utilizando-se o método espectrofotométrico a partir do dicromato de potéssio.

O rendimento da fermentacdo (Ry) foi calculado pela relagéo entre a quantidade de
etanol produzido (g/L) e a quantidade de ART presente inicialmente (g/L), através da
Equacdo 9. Ja a eficiéncia da fermentacdo (Ef) foi determinada pela relacdo entre o
rendimento real da fermentacdo (Ry) e o rendimento tedérico de 0,51 (Equacdo 10)
(NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005).

etanol produzido (%)

R = )

ART inicial (8)

rendimento real

Ef = 1
f rendimento teérico (0,51) ( O)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo sdo abordados todos os resultados obtidos nesse trabalho bem como as
andlises discursivas referentes a cada um deles, apresentando o quanto os resultados se
mostraram promissores com o intuito de promover a otimizacdo dos pré-tratamentos

estudados para a obtencdo do etanol de segunda geracéo.
4.1 Caracterizacdo da Palha e Sabugo In Natura e Tratados por Pré-Tratamento Hidrotérmico

Nas Tabelas 6 e 7 sdo apresentados o0s constituintes da palha e sabugo,
respectivamente. Os resultados sdo para as matérias-primas in natura e apds pre-tratamento
hidrotérmico, que foram caracterizadas quimicamente em duplicata.

Tabela 6 - Composic¢ao quimica das amostras de palha de milho in natura e apds pré-tratamento
hidrotérmico.

Palha tratada a 170°C  Palha tratada a 195°C

Componentes (%0) Palha In natura e 15 min e 10 min

Celulose 36,7%0,2 57,60,3 49,4+0,1

Hemicelulose 34,2+0,1 21,0+0,3 8,4+0,2

Lignina total 14,040,1 17,8%0,1 20,6%0,2

Cinzas 2,34+0,3 0,9+0,6 0,7+0,3

Extrativos 11,6£0,5 - -

Proteina 4,9+0,0 0,9+0,2 0,9+0,1

Total 103,5 98,2 80,1

Fazendo-se uma andlise da Tabela 6, com os valores multiplicados pelos respectivos
rendimentos apresentados na Tabela 17, verifica-se que houve, com o pré-tratamento da palha
de milho, reducdo nos teores dos 3 componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina,

0 que pode ser visualizado através do Grafico 1.
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Gréfico 1 - Fracgdes de celulose, hemicelulose e lignina presentes na palha de milho in natura e
apds pré-tratamento hidrotérmico.
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Para a condicdo de 170°C e 15 min, houve uma reducao de 25,1% no teor de celulose;
70,7% no teor de hemicelulose e de 39,3% no teor de lignina. Com esses resultados, observa-
se que houve perda de celulose, mas ndo significativa, porém a reducdo na fracdo de
hemicelulose, que é o objetivo principal do pré-tratamento hidrotérmico (BOUSSARSAR et

al, 2009) foi bastante satisfatoria.

Ja para a condicdo de 195°C e 10 min, houve uma reducdo de 43,3% no teor de
celulose; 89,7% no teor de hemicelulose e de 37,8% no teor de lignina. Nesse caso, a perda de
celulose foi mais evidente, o que pode ser justificado pela degradacdo de aglcares em
condicBGes mais severas de pré-tratamento (KIM, 2004), fazendo com que o balan¢o massico
total apresente divergéncia consideravel dos 100%. O ideal é que esse balanco seja de 100%,
admitindo-se erro de 5%. A reducdo na fracdo de hemicelulose foi maior e para o teor de

lignina, ndo houve diferenca significativa entre as duas condigdes testadas.

A palha de milho apresentou-se mais atrativa na condigdo de 170°C e 15 minutos,
visto que houve menor degradacgéo da cadeia celulésica sendo, portanto a condicdo escolhida
para seguir as etapas de hidrdlise e fermentacdo. O ideal é que ndo haja degradacdo da
celulose, porém, como a lignina esté ligada as hemiceluloses, uma degradacdo parcial das
hemiceluloses ocorre durante o processo de pré-tratamento, e dependendo das condi¢cbes

empregadas, a celulose pode também ser degradada (SILVA, 2011).



52

Tabela 7 - Composi¢do quimica das amostras de sabugo de milho in natura e apds pré-
tratamento.

Componentes (%)  Sabugo in natura Sabugo tratado @ 170°C e  Sabugo tratado a 195°C e

15 min 10 min

Celulose 35,4+0,2 40,5+0,1 54,0+0,4

Hemicelulose 26,9+0,3 22,1+0,2 20,9+0,1

Lignina total 18,0+0,2 21,0%0,2 30,9+0,1

Cinzas 2,4+0,1 0,5+0,3 0,7+0,3

Extrativos 18,3+0,3 - -

Proteina 6,5+0,3 1,8+0,2 1,8+0,1

Total 107,4 85,9 108,3

Pela andlise da Tabela 7, tem-se que o pré-tratamento do sabugo de milho, nas duas

condicdes testadas, também promoveu reducao no teor dos trés componentes principais, como
apresentado no Gréfico 2.

Gréfico 2 - Fragdes de celulose, hemicelulose e lignina presentes no sabugo de milho in natura e
apos pré-tratamento hidrotérmico.
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Na condicdo mais branda de temperatura, 170°C por 15 min, a reducdo no teor de
celulose foi de 42,2%, 58,7% no teor de hemicelulose e de 41,0% no teor de lignina. Observa-
se que houve uma reducdo severa no teor de celulose, frente a remogéo da hemicelulose, que
ndo foi significativa.

Ja para a condicdo de maior temperatura, 195°C por 10 min, a reducdo no teor de

celulose foi de 36,6%, de 67,8% no teor de hemicelulose e de 28,6% no teor de lignina. Aqui,
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observa-se que a remocao da hemicelulose foi satisfatdria frente a de celulose. Para o caso da

lignina, a maior remocé&o foi na condigdo mais branda de temperatura.

O sabugo de milho mostrou melhores resultados na condi¢cdo de 195°C por 10 min,
pois houve menor perda de material celul6sico e maior remocao de hemicelulose, sendo essa a

condicdo escolhida para a realizacdo da hidrdlise enzimatica e fermentacéo.
4.2 Matriz de Planejamento do Pré-Tratamento Acido

As Tabelas 8 e 9 apresentam, respectivamente, as matrizes de planejamento da palha e
do sabugo de milho, com todas as condi¢cdes do pré-tratamento &cido, de acordo com o
planejamento em estrela com triplicata no ponto central e as respostas obtidas. O teor de ART
das biomassas in natura foi de: 17,88% para a palha e 25,92% para o sabugo de milho.

Tabela 8 - Matriz de planejamento: Resultados para a palha de milho.

Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3 ART (%) Acidez (%)
1 X : - 18,8 0,6
2 + - - 454 0,7
3 - + - 50,9 0,6
4 + + - 42,7 0,7
5 - - + 33,6 3,0
6 + - + 25,5 2,0
7 - I + 33,4 3,1
8 + + + 32,4 1,6
9 0 0 0 37,503 1,0+0,1
10 0 0 0 38,6%0,3 1,140,1
11 0 0 0 37,7+0,3 0,9+0,1
12 2 0 0 59,4 1,6
13 +2 0 0 31,7 1,4
14 0 2 0 14,8 1,2
15 0 2 0 7.3 1,5
16 0 0 2 17,1 0,2
17 0 0 2 32,5 3,6

Onde: Fator 1 = tempo (min); Fator 2 = temperatura (°C); Fator 3 = concentracdo de H,SO4
(%).

Pela Tabela 8, verifica-se que as duas melhores condi¢fes, com maiores percentuais de
ART para a palha de milho foram a condigéo 3, com 50,9% de ART e a 12, com 59,4%. Essas
foram as duas condicdes escolhidas para a realizagdo das etapas de hidrolise e fermentacéo.
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Tabela 9 - Matriz de planejamento: Resultados para o sabugo de milho.

Ensaio  Fator 1 Fator 2 Fator 3 ART (%) Acidez (%)
1 - - - 24,1 0,5
2 + - - 40,6 0,6
3 - + - 42,6 0,5
4 + + - 38,9 0,6
5 - - + 36,4 2,6
6 + - + 23,3 1,8
7 - + + 26,5 3,0
8 + + + 24,5 1,6
9 0 0 0 24,3+0,7 0,8+0,1
10 0 0 0 26,5+0,7 0,7+0,1
11 0 0 0 24,9+0,7 0,6+0,1
12 2 0 0 61,5 1,6
13 +2 0 0 15,3 1,2
14 0 A2 0 17,5 1,1
15 0 +2 0 5,6 1,2
16 0 0 2 11,5 0,2
17 0 0 +2 32,2 3,8

Onde: Fator 1 = tempo (min); Fator 2 = temperatura (°C); Fator 3 = concentragcdo de H,SO4
(%).

Analisando-se a Tabela 9, tem-se que as condi¢Ges que apresentaram maiores teores
de ART para o sabugo de milho, como no caso da palha, foram as condicdes 3, com 42,6% de
ART e a condicdo 12, com 61,5%. Desse modo, essas foram as duas condi¢cdes escolhidas

para seguir as etapas de hidrdlise enzimatica e fermentacao.
4.2.1 Anélise de Variancia - Modelo Estatistico

Para verificar se 0 modelo estatistico obtido é adequado ao sistema que se quer
descrever, € necessario adequa-lo a um modelo empirico que possa reproduzir com confianca
0s dados experimentais. Para isso, obtém-se 0s parametros necessarios para a construcdo da
tabela ANOVA — andlise de variancia, que € apresentada para cada resposta do planejamento

experimental.

Nesse trabalho, o ajuste mais adequado aos dados se deu por um modelo cubico,
conforme Equacdo 11. Esse tipo de modelo explica uma percentagem de variancia maior, pois
apresenta mais parametros, e necessariamente, um modelo com mais parametros explicara

uma soma quadratica maior (Bruns, et al., 2001).
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~ 2 2 2
Y =0y +0,.X +0,.X, 405X, + 10, X, +0,5.X X5 +0,5.%,. X5 + 055X X, X5 + 0. X +0,,.%5 + 05,5 + (11)

3 3 3
blll'Xl + b222'x2 + b333'X3

As Tabelas 10 a 13 apresentam os resultados de analise de variancia para cada resposta

obtida no planejamento experimental de cada biomassa. Observa-se que para todos 0s casos, 0

modelo cubico se adequou satisfatoriamente, visto que o percentual de variacdo explicada

esteve sempre bem proximo ao percentual de variacdo explicavel pelo modelo.

As superficies de resposta dos modelos cubicos também séo apresentadas nas Figuras 19 a 22

a sequir, considerando o nivel inferior do tempo, visto que 0 mesmo nao se apresentou como

fator significativo na faixa estudada.

Tabela 10 - ANOVA para o modelo cubico — ART palha.

o . N° de graus Meédia
Fonte de Variacéo Soma quadrética de liberdade quadrética
Regresséo 13 211,41
Residuo 3 30,78
Falta de Ajuste 1 91,60
Erro Puro 2 0,37
Total 16

% de variacéo explicada: 96,75
% de variacdo explicavel: 99,97

Figura 19 - Superficies de resposta em 3 e 2 dimens0es, respectivamente, para o0 ART da palha no

nivel inferior de tempo.

Concentragéo de Acido £

Observando-se a Figura 19 em 3D, é possivel perceber que maiores percentuais de

ART, que é o desejado com o pré-tratamento, sdo obtidos para a palha de milho ao se

trabalhar nos niveis de baixa concentracao de H,SO, e temperaturas elevadas.
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A andlise de significancia estatistica dos fatores mostra que neste caso, a concentracéo
de &cido reduz em media 4,11% do teor de ART quando se passa do nivel inferior para o nivel
superior desse fator. Indicando que para trabalhar com maiores valores de ART (%) deve-se
utilizar concentracdes de H,SO,4 na faixa de 0,5% . Ja o efeito da temperatura, que se mostrou
0 mais significativo dos trés, indicou que um aumento médio de 4,50% no ART é obtido
qguando eleva-se a temperatura de 100°C para 120°C. O tempo foi 0 que apresentou menor
valor do seu efeito no sistema. No entanto, o seu efeito combinado com a temperatura e/ou
com a concentracdo de H,SO, indica que se deve trabalhar com menores valores de tempo

para se obter maiores percentuais de ART.

Por uma andlise quimica e estrutural da biomassa em questdo, em relacdo ao acido,
esse fato é facilmente entendido, visto que sua presenca, em concentracdes elevadas, pode
acarretar na formagdo de produtos inibidores, que sdo responsaveis pela degradacdo do
material lignoceluldsico, e consequentemente dos agucares presentes na estrutura (ALMEIDA
et al., 2007). J& para o caso da temperatura, a faixa investigada ndo foi ampla, apenas de 100 a
124°C, por conta de restricbes do equipamento utilizado, logo é muito provavel que ndo se
tenha atingido uma temperatura de degradacdo, onde ha perdas de massa. Portanto, ndo houve
problemas ao se trabalhar no nivel superior de temperatura, onde ocorrera uma maior
desorganizacdo na estrutura lignoceluldsica da matéria-prima, o que tornard 0s acucares
fermentesciveis mais acessiveis, acarretando em maiores concentracdes de ART obtido apds o
pré-tratamento (DAGNINO et al., 2012).

Com a Figura em 2D, percebe-se mais facilmente o que ja foi avaliado com a anélise da
superficie em 3D: que a regido de maximo ART, regido vermelha mais intensa, € dada em

niveis de temperatura elevada e baixa concentracdo de acido sulfurico.

A Equacéo 12 fornece os pardmetros de ajuste para o0 ART da palha ao modelo cubico.

¥ =355+27,6.x, +11,7.X, —16,1.X, —3,5.X,.X, —3,5X,.X, — 2,8X,.X; +5,2.,.X,.X, +16,0x> —  (12)
11,0x? —6,4.x2 —26,0.x> —7,2X3 +12,2.X]



57

Tabela 11 - ANOVA para o modelo cubico — Acidez palha.

o - N° de graus Meédia
Fonte de Variacéo Soma quadréatica de liberdade quadrética
Regressao 15,12 13 1,16

Residuo 0,15 3 0,05

Falta de Ajuste 0,13 1 0,13

Erro Puro 0,02 2 0,01
Total 15,26 16

% de variacéo explicada: 99,04
% de variacdo explicavel: 99,88

Figura 20 - Superficies de resposta em 3 e 2 dimensdes para a Acidez da palha no nivel inferior
de tempo.
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Através da Figura 20, percebe-se que os menores indices de acidez, que € o ideal para
um bom andamento do pré-tratamento, sdo identificados em baixas concentracdes de acido,
porém mostra-se independente da temperatura. E fato indiscutivel que quanto maior a

concentragdo de acido utilizado no pré-tratamento, maior sera o teor de acidez encontrado ao
final do mesmo.

Através da analise estatistica nota-se que, na faixa investigada, a temperatura nao
mostrou ser um fator significativo na resposta da acidez, nem mesmo a interacdo da mesma
com os outros fatores. A concentra¢do de acido foi o mais significativo dos trés fatores nas
condigdes experimentais estudadas. A interacdo da concentracdo do acido com o tempo foi a
que se mostrou mais significativa, e o efeito de interacdo mostra que o menor tempo aliado as
menores concentragfes de acido fornecem os menores percentuais de acidez. Em relacéo a

analise conjunta, para maiores valores de ART e menores de Acidez, deve-se utilizar
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temperatura em torno de 120°C, tempo de 15 minutos e concentracdo de H,SO4 em torno de
0,5%.

A Figura vista em 2D mostra mais claramente a superficie de resposta para a acidez da
palha de milho. Percebe-se que a regido de baixos teores de acidez, dada pela cor azul mais
intensa, ocorre ao se utilizar o nivel inferior de concentracdo de acido, a qualquer temperatura.

A Equacdo 13 fornece os parametros de ajuste para a acidez da palha ao modelo cubico.

y=108-0,6.1x, —0,16.x, + 0,47.X; — 0,07.%,.X, — 0,35.X,.X; —0,03.X,.X; — 0,06.X,.X,.X; + (13)
011.x7 +0,09.x; +0,31.x5 +0,32.x’ + 0,14 .x; +0,42 X3

Tabela 12 - ANOVA para 0 modelo cubico — ART sabugo.

I - N° de graus Média
Fonte de Variagéo Soma quadrética de liberdade quadratica
Regresséo 2822,60 13 217,12
Residuo 2,59 3 0,86
Falta de Ajuste 0,08 1 0,08
Erro Puro 2,51 2 1,26
Total 2825,19 16

% de variacgdo explicada: 99,908
% de variacdo explicavel: 99,911

Figura 21 - Superficies de resposta em 3 e 2 dimens@es para 0 ART do sabugo no nivel inferior de
tempo.
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A Figura 21 apresenta a superficie de resposta obtida em trés e duas dimens@es para o
ART do sabugo de milho. E possivel perceber que o caso é muito semelhante & palha de

milho, pois também obtem-se maiores teores de ART em condi¢cfes de baixa concentracdo de

acido e elevadas temperaturas, dada pela regido em vermelho intenso.
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Com a andlise estatistica dos fatores nota-se que quando a concentracdo de acido sai
do nivel inferior para o nivel superior ha uma reducdo, em media, de 4,4% do teor de ART.
Logo, para trabalhar com maiores valores de ART (%) deve-se utilizar concentracdes de
H.SO, em torno de 0,5%, nivel inferior. O efeito da concentracdo de acido com a temperatura
e/ou com o tempo, apresentou que havera reducdo no ART ao sair de seus niveis inferiores
para superiores. Reducédo de 3,48% para 0 caso da interagdo da concentracdo de acido com o
tempo e de 3,20% para o efeito da concentracdo de &cido com a temperatura. Esse € mais um
indicativo de que deve-se trabalhar no nivel inferior de concentracdo de &cido. Em relacdo a
temperatura, nota-se que ha aumento de 1,02% no teor de ART quando se utiliza o nivel
superior. O tempo foi o que se mostrou menos significativo, porém a analise mostra
indicativos de que deve-se trabalhar com 15 minutos, nivel inferior, para se obter maiores
teores de ART.

A Equacdo 14 fornece os parametros de ajuste para 0 ART do sabugo ao modelo cubico.

Y =252+32,0.X, +6,2.X, —20,2.X, —=11.X,.X, —3,5.X.X; —3,2.%,.%; +3,9.X,.X,.X; +181.x7 — (14)
6,7.X> —4,4.X. —32,2.x> —5,2.x5 +15,7.X;

Tabela 13 - ANOVA para o modelo cubico — Acidez sabugo.

N - N° de graus Média
Fonte de Variagéo Soma quadratica de liberdade quadrética
Regresséo 15,63 13 1,20
Residuo 0,39 3 0,13
Falta de Ajuste 0,36 1 0,36
Erro Puro 0,03 2 0,01
Total 16,01877 16

% de variacgdo explicada: 97,59
% de variacdo explicavel: 99,82

Figura 22 - Superficies de resposta em 3 e 2 D para a Acidez do sabugo no nivel inferior de
tempo.
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A Figura 22 apresenta a superficie de resposta em trés e duas dimensdes gerada para a
acidez do sabugo de milho. Também é bastante similar ao caso da acidez da palha: baixos
niveis de acidez sdo dados em baixas concentragdes de acido sulfurico a qualquer
temperatura. Melhor visualizacdo é dada na Figura em duas dimens@es. A regido em azul

intenso indica onde se tem mais baixa acidez.

A analise estatistica fornece que, na faixa investigada, a temperatura ndo mostrou ser
um fator significativo na resposta da acidez, nem mesmo a interagdo da mesma com 0s outros
fatores, caso muito semelhante ao encontrado para a palha. A concentracdo de &cido foi o
mais significativo dos trés fatores nas condi¢bes estudadas. Em relacdo as interacdes, a da
concentracdo do acido com o tempo foi a que se mostrou mais significativa, e o efeito de
interagdo mostra que o menor tempo aliado as menores concentracfes de &cido fornecem os
menores percentuais de acidez. Em relacdo a andlise conjunta das duas respostas estudadas,
para maiores valores de ART e menores de Acidez, que é o desejado, deve-se utilizar
temperatura em seu nivel superior, 120°C, tempo de 15 minutos e concentracdo de H,SO4 em

torno de 0,5%, ambos nos niveis inferiores.

A Equacgédo 15 fornece os parametros de ajuste para a acidez do sabugo ao modelo

cubico.
¥ =0,87-0,55., +0,05.X, +0,27.X; — 0,08.%,.X, —0,31.%,.X; + 0,03.X,.X; — 0,08.%,.X,.X; + (15)
0,14.x? +0,07.x; +0,39.x5 +0,27.x; —0,01.X; +0,58.%;

4.3 Poder Calorifico Superior (PCS)

Os resultados obtidos para o poder calorifico superior das matérias-primas estdo

dispostos na Tabela 14.

Tabela 14 - Poder calorifico superior das biomassas em estudo.

Matéria-Prima PCS (J/g)
Palha de milho in natura 17.276,5
Sabugo de milho in natura 17.872,0

Verifica-se que as matérias-primas em estudo nesse trabalho apresentam um PCS

dentro dos valores verificados na literatura para os materiais lignoceluldsicos. Gomes (2010)
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& Quirino et al. (2005), referem-se a valores de PCS para a palha do milho de 14.923 J/g e
para o sabugo, 18.770 J/g.

Todos os resultados apresentados a seguir foram para as amostras que apresentaram 0s
maiores teores de agUcares ap0s a etapa de pre-tratamento e que seguiram para as etapas de

hidrolise enzimatica e fermentacdo. As condi¢des escolhidas estao dispostas na Tabela 15.

Tabela 15 - Condicgbes escolhidas para a realizacdo da hidrélise enzimatica e fermentacao.

Pré-tratamento Palha Sabugo
Acido 3: 120°C; 15min; H,SO, a 0,5% (P3) 3: 120°C; 15min; H,SO, a 0,5% (S3)
12: 110°C; 7 min; H,SO4a 2% (P12) 12: 110°C; 7 min; H,SO,4a 2% (S12)
Hidrotérmico 170°C; 15 min (P HDT) 195°C; 10 min (S HDT)

4.4 Teor de Umidade das amostras de Palha e Sabugo de milho

Para cada matéria-prima, in natura e ap0s pré-tratamento, o teor de umidade foi
medido em duplicata conforme metodologia descrita no item 3.3 e seus valores médios estéo

dispostos na Tabela 16.

Tabela 16 - Teor de umidade dos materiais.

Condig0es Umidade (%)
Palha in natura 5,7+0,2
Sabugo in natura 5,0+0,1
P3 5,5+0,3
P12 8,2+0,2
P HDT 8,2+0,3
S3 6,1+0,3
S12 4,8+0,5
SHDT 8,510,2

Onde: P3/S3 = palha/sabugo na condi¢cdo 3 do planejamento experimental; P12/S12 =
palha/sabugo na condicdo 12 do planejamento experimental; P HDT = palha na condicéo de
170°C e 15 min do tratamento hidrotérmico; S HDT = sabugo na condic¢do de 195°C e 10 min

do tratamento hidrotérmico.

O teor de umidade dos materiais foi considerado aceitadvel, uma vez que os valores
foram baixos comparando-se com resultados da literatura que apresentam valores sempre
inferiores a 10% de umidade para a realizagdo da metodologia de caracterizacdo de materiais
lignoceluloésicos (ROJAS, 2012). Isso é uma caracteristica muito importante, pois o poder
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calorifico de matérias-primas lignocelulésicas normalmente segue comportamentos

inversamente proporcionais ao teor de agua presente nos mesmos (SOUZA et al., 2012).
4.5 Rendimentos Massicos apds Pré-Tratamentos

Para cada um dos pré-tratamentos realizados, conforme metodologia descrita nos itens
3.5 e 3.6, o rendimento é apresentado na Tabela 17, dado pela Equacéo 8.

Tabela 17 - Rendimento méssico obtido apos pré-tratamentos.

Pré-tratamento Rendimento (%0)
P3 46,7
P12 53,4
PHDT 47,7
S3 46,5
S12 51,8
SHDT 41,5

Onde: P3/S3 = palha/sabugo na condi¢cdo 3 do planejamento experimental; P12/S12 =
palha/sabugo na condicdo 12 do planejamento experimental; P HDT = palha na condicdo de
170°C e 15 min do tratamento hidrotérmico; S HDT = sabugo na condi¢do de 195°C e 10 min

do tratamento hidrotérmico.

Em seus estudos, Carli (2011) reporta rendimentos que variam entre 35 e 59%, ap0s a
etapa de pré-tratamento de bagaco de cana-de-aclUcar. Esses tratamentos usaram diversos

agentes, tais como: dgua, H,SO4, NaOH, NH,OH e a combinacgdo destes.

Freitas (2013) realizou pré-tratamentos com sabugo de milho e obteve 47,1% de
rendimento apds tratamento por extracdo alcalina e 63,5% ap0s pré-tratamento por auto-

hidrdlise.
4.6 Etapas de Hidrolise Enzimatica e Fermentagéo

As seis amostras ja definidas anteriormente seguiram as etapas de hidrolise enzimatica
e fermentagdo. Os fatores avaliados para acompanhamento da fermentagdo foram:

Crescimento celular, °Brix, teor alcodlico, rendimento e eficiéncia de fermentacéo.

Os resultados para o crescimento celular estdo dispostos no Grafico 3.



Grafico 3 - Crescimento celular ap6s 24 horas de fermentacéo.
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Pelo Grafico 3, observa-se que todas as amostras apresentaram crescimento apés as 24

horas de fermentagdo, sendo as amostras P3 e S3 as de maiores crescimentos celulares. E

possivel notar que todas as amostras de palha, sairam de uma concentracdo celular inicial bem

parecida, em torno de 4*10" esporos/ mL, e que a condicdo P3 foi a que mostrou maior

crescimento, o que pode ser explicado pela andlise do °brix, visto que a condicdo que

apresentou maior consumo dos agUcares presentes no meio foi justamente essa mesma

amostra P3, indicando maior crescimento da levedura. Mesma idéia segue-se para o0 caso das

3 amostras de sabugo de milho, visto que todas iniciaram a fermentacdo com uma média de

2%10" esporos/ mL e que a de maior crescimento foi a S3, a mesma que apresentou maior

consumo do °brix. Os Gréaficos 4 e 5 apresentam a cinética de consumo do °brix (teor de

solidos soluveis) para a palha e sabugo, respectivamente, durante as 24 horas de fermentacao.

Gréfico 4 - Cinética de consumo dos solidos solUveis — Palha.
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Analisando-se o Grafico 4, observa-se que durante as 24 horas de fermentacéo o °brix
foi reduzido, indicando o consumo, por parte da levedura, dos aglcares presentes no meio.
Apenas 0 ultimo ponto da amostra Palha HDT apresentou pequena elevacdo no °brix, o que
pode ser justificado pelo fato de que o etanol que vai sendo produzido atue na leitura do brix
por refratbmetro digital, como foi o caso, promovendo a subestimacdo dos valores reais
(TONOLLI, et al., 2011). O maior consumo em °brix foi o apresentado pela amostra P3.

Gréfico 5 - Cinética de consumo dos solidos soltveis — Sabugo.

° Brix
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O Gréafico 5 mostra que nas Ultimas horas de fermentacdo todas as amostras
apresentaram aumento no °brix, indicacdo da presenca de etanol no meio. A amostra de maior

consumo foi a S3.

A Tabela 18 apresenta os resultados ap6s as etapas de hidrélise enzimatica e

fermentacdo. As analises foram em relagcdo ao ART presente nas amostras.
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Tabela 18 — Resultados obtidos apds as etapas de hidrélise enzimatica e fermentagao.

Concentracao Converso Rendimento Eficiéncia

Condicdes d_e AR.T no Enziméatica Ete_lnol da da

hidrolisado (%) Produzido (g/L) Fermentacdo Fermentacéo
(9/L) (%) (%)
P3 19,6 83,3 9,3 47,4 92,9
P12 10,4 59,0 4,4 42,3 82,9
S3 6,1 34,3 2,2 36,1 70,8
S12 8,7 51,4 2,5 28,7 56,3
P HDT 7,4 42,1 3,3 44,6 87,5
SHDT 12,4 47,7 55 44,3 86,9

Onde: P3/S3 = palha/sabugo na condicdo 3 do planejamento experimental; P12/S12 =
palha/sabugo na condicdo 12 do planejamento experimental; P HDT = palha na condicéo de
170°C e 15 min do tratamento hidrotérmico; S HDT = sabugo na condi¢do de 195°C e 10 min

do tratamento hidrotérmico.

Pode-se perceber que as maiores eficiéncias fermentativas se deram com as amostras
P3 e S HDT, onde se obteve a maior quantidade de etanol. O teor de etanol produzido foi de
9,3 g/L para a palha na condi¢do 3 do pré-tratamento acido (15 min; 120°C e 0,5% H,SQOy,), e

de 5,5 g/L para o sabugo que passou por pré-tratamento hidrotérmico (195°C por 10 min).

Em seus estudos, Silva (2011) reporta concentracdes que variam de 3,8 a 5,7 g/L de

etanol ao se utilizar NH,OH (de 4 a 15%) para tratar bagaco de cana-de-acUcar.

Wolf (2011) realizou pré-tratamento organossolve para tratar bagaco de cana e
conseguiu concentracgdes de 4,3 a 5,2 g/L de etanol ao trabalhar com as condigdes de 150°C,
30 min e como solvente, o etanol de 30 a 70%.

Apesar do enfoque do estudo ter sido a otimizacao de condigdes de pré-tratamentos, 0s
resultados obtidos para hidrolise enzimatica e fermentacdo foram consideraveis, porém esse
estudo ainda pode ser melhorado, utilizando-se, por exemplo, uma faixa de condic¢des

experimentais para essas duas etapas, podendo-se assim avaliar a mais promissora.
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5 CONCLUSOES

A partir do estudo realizado com as duas biomassas, palha e sabugo de milho, em
diferentes condi¢Bes de pré-tratamento acido e hidrotérmico, bem como dos materiais in

natura, conclui-se que:

e As duas biomassas possuem alto poder calorifico, apresentado valores muito
préximos: 17.276,5 J/g para a palha e 17.872,0 J/g para o sabugo, sendo que o ultimo
se mostra com ligeira vantagem;

e Em relacdo ao pré-tratamento acido, o planejamento experimental foi uma ferramenta
que permitiu avaliar as melhores condicGes estudadas e assim otimizar as etapas
subsequentes. Os maiores indices de ART e baixos teores de acidez foram dados ao se
utilizar altas temperaturas e baixas concentracfes de acido, na faixa investigada.
Também na faixa estudada, o fator tempo nédo se apresentou como fator significativo;

e Ambas as biomassas apresentaram melhores rendimentos em ART nas mesmas
condigdes: 15 min de reacdo, 120 °C e 0,5% de H,SO,4, onde com a palha obteve-se
50,9 % de ART e com o sabugo, 42,6%. A acidez, nessa condi¢do apresentou valores
baixos; outra condicdo de bons resultados foi com 7 min de reacdo, 110 °C e 2% de
H,SO,4. Nessa condicdo, o ART da palha foi de 59,4% e do sabugo, 61,5%, porém o
teor de acidez ja foi mais acentuado: 1,65% para a palha e 1,60% para o0 sabugo;

e Quando se trata do pré-tratamento hidrotérmico, verifica-se que as duas condi¢des
testadas para cada biomassa promoveu reducdo nos trés componentes principais:
celulose, hemicelulose e lignina. As condi¢bes que apresentaram menor remocdo de
celulose, que € o componente de maior interesse, divergiram em relacdo as duas
biomassas;

e Para o0 caso da palha, a melhor condi¢do foi com 170°C por 15 minutos. Nessa
condicdo, houve remocao de 25,1% no teor de celulose, resultado melhor do que na
outra condicéo testada, que apresentou remocdo de 43,3% da celulose. Houve também
remocédo de 70,66% no teor de hemicelulose e 39,34% no teor de lignina. J& para o
sabugo, a melhor condigdo foi com 195°C por 10 minutos de reacdo, que apresentou
remogdo de 36,6% no teor de celulose, frente a 42,2% na outra condigdo testada.
Apresentou também remocéo de 67,8% no teor de hemicelulose e 28,6% no teor de

lignina. O ideal é que a celulose ndo sofra degradacdo, porém pode ser que para a
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biomassa estudada, as condic¢des de pré-tratamento tenham sido muito severas e desta
forma, tenha degradado a celulose;

Nas etapas de hidrolise enzimatica e fermentacao a eficiéncia fermentativa foi decisiva
para a escolha das melhores condigfes. Para a palha de milho, obteve-se maior
eficiéncia com a condicéo 3 do pre-tratamento acido: 15 min de reacédo, 120 °C e 0,5%
de H,SO,. A eficiéncia de fermentagdo foi de 92,9%. Para o sabugo, obteve-se maior
eficiéncia com a condigdo de 195°C por 10 minutos de reacdo, realizada por
tratamento hidrotérmico. Nesse caso, a eficiéncia fermentativa foi de 86,9%. As etapas
de hidrélise enzimatica e fermentacdo ainda precisam ser melhoradas, visto que o
objetivo principal desse trabalho foi o estudo dos pre-tratamentos. Mas, ainda assim,
as condigBes utilizadas tanto para hidrolise como para fermentacdo ainda
apresentaram-se adequadas e satisfatorias, dentro da faixa estudada.
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