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RESUMO

Ao longo do tempo, os biocombustiveis vém ganhando espaco no mercado tendo
como alternativa promissora para sua producdo o aproveitamento de residuos
lignoceluldsicos. Entre esses residuos, destaca-se a palha da cana-de-agicar como
matéria-prima na producao de etanol de segunda geracéo (E2G). O uso da palha no
processo de producdo de E2G envolve as etapas de colheita, seguindo com o
enfardamento e armazenamento dessa biomassa antes de seu processamento.
Pouco se sabe a respeito da influéncia do tipo de armazenamento dessa matéria-
prima sobre seus componentes estruturais. Por isso, este trabalho tem o objetivo de
avaliar o efeito do tempo de armazenamento sobre os carboidratos estruturais da
palha da cana-de-aclUcar e comparar a fermentabilidade dessa biomassa pelas
leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus, visando a
producado de E2G. Para isso, foram coletadas trés amostras de palha com diferentes
tempos de armazenamento. Na metodologia, foi realizada uma caracterizacdo
guimica da palha, seguido de pré-tratamento hidrotérmico, hidrolise enziméatica e
fermentacdo. Os resultados obtidos na caracterizacdo quimica apontam para uma
semelhancga na composi¢ao quimica das trés amostras. A producao de etanol, por sua
vez, foi de 2,011g/L com a Saccharomyces cerevisiae, de 1,794g/L com a
Kluyveromyces marxianus e de 1,957g/L com o Mix das duas leveduras. O consumo

de glicose durante a fermentacéo foi semelhante nas trés condi¢cdes de fermentacao.

Palavras-chave: armazenamento da palha da cana-de-agucar, fermentacéo, hidrélise

enzimatica, leveduras.



ABSTRACT

Over time, biofuels have been gaining ground in the market, with the use of
lignocellulosic residues as a promising alternative for their production. Among these
residues, sugarcane straw stands out as the raw material for the production of second-
generation ethanol (E2G). The use of straw in the E2G production process involves
the harvesting steps, followed by the baling and storage of this biomass before its
processing. Little is known about the influence of the type of storage of this raw material
on its structural components. Therefore, this work has the objective of evaluating the
effect of storage time on the structural carbohydrates of sugarcane straw and to
compare the fermentability of this biomass by the yeasts Saccharomyces cerevisiae
and Kluyveromyces marxianus, aiming the production of E2G. For this, three samples
of straw with different storage times were collected. In the methodology, a chemical
characterization of the straw was carried out, followed by hydrothermal pre-treatment,
enzymatic hydrolysis and fermentation. The results obtained in the chemical
characterization point to a similarity in the chemical composition of the three samples.
Ethanol production was 2.011g / L with Saccharomyces cerevisiae, 1.794g / L with
Kluyveromyces marxianus and 1.957g / L with the Mix of the two yeasts. The glucose

consumption during fermentation was similar in the three fermentation conditions.

Key words: storage of sugarcane straw, fermentation, enzymatic hydrolysis, yeasts.
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1 INTRODUCAO

Um dos principais objetivos do uso de biocombustiveis renovaveis é a
substituicdo dos combustiveis fésseis, permitindo a diminuicdo da dependéncia por
recursos nao renovaveis e a reducéo dos gases de efeito estufa. (SEABRA, MACEDO
e LEAL, 2010). O interesse pela energia da biomassa tem dado énfase em aplicacdes
gue produzem combustiveis liquidos para o setor de transportes (biocombustiveis)
(GOLDEMBERG, 2009). Segundo Santos et al. (2016) o etanol €, atualmente, uma
das mais importantes fontes de combustivel renovavel com grande potencial para
substituir, parcialmente, os combustiveis a base de petrdleo.

No Brasil, a producédo de etanol se destaca como uma fonte de energia limpa
e renovavel e seu uso, em substituicdo a gasolina, representa umas das principais
alternativas para a mitigacéo dos gases do efeito estufa (SEABRA, MACEDO e LEAL,
2010; SANTOS et al., 2012). Nesse cenario, o Brasil se destaca como o pais com as
tecnologias mais avancadas do mundo, devido a pioneira utilizacdo do etanol obtido
a partir da cana-de-agtcar como combustivel. E o segundo maior produtor de etanol
do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos, que produzem o mesmo a partir
do milho (MAPA, 2016; UNICA, 2017).

Na década de 1970, o governo brasileiro deu inicio ao Programa Nacional do
Alcool (Proéalcool) para diminuir a dependéncia nacional do petréleo. Desde entfo, a
utilizacdo de etanol como combustivel foi consolidada. Até 2013, 86% dos carros
vendidos no pais foram flex-fuel, que funcionam com qualquer mistura de etanol e
gasolina (FURLAN, 2013). Segundo a Agéncia Nacional de Petréleo - ANP (2016),
NOSSo pais € o pioneiro mundial no uso de biocombustiveis e alcancou uma posi¢cao
almejada por muitos paises que buscam fontes renovaveis de energia como
alternativas estratégicas ao petroleo. Cerca de 45% da energia e 18% dos
combustiveis consumidos aqui ja sdo renovaveis.

Carvalho (2011) afirma que apesar da grande producéo de etanol a partir da
sacarose de cana-de-acucar, a producao de alcool a partir de fontes alternativas de
substrato é interessante, principalmente, se associada a industria ja existente. A
utilizacdo do bagaco e palha da cana certamente ocupa uma posi¢cdo de grande
destaque, sendo economicamente viavel para a producdo de combustiveis

ambientalmente corretos.
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Os governos de paises como China, Estados Unidos da América (EUA) e o
Brasil vém, ao longo dos ultimos anos, realizando investimentos em pesquisas e
desenvolvimento de novas tecnologias para a producéo do etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos. Pois, sua viabilidade comercial representa um grande passo na
direcdo da sustentabilidade ambiental e da seguranca e independéncia energética
(CATOLICO, 2015).

De acordo com Catolico (2015) o clima, solos apropriados, grande
conhecimento no cultivo de cana-de-agucar e quatro décadas produzindo e utilizando
o etanol como combustivel sdo vantagens do Brasil para producdo de etanol de
segunda geracao. Além disso, a propria producdo de etanol através da cana é
considerada o melhor cenario para o etanol de segunda geracao, isso porque dois
tercos da energia contida na cana nao séao convertidos em etanol, ficando retidos no
bagaco e palha da cana-de-acucar.

Além do etanol produzido a partir da cana-de-acucar, o etanol obtido a partir
de materiais lignoceluldsicos também é aceito como um substituto dos combustiveis
fosseis, devido ao seu insignificante impacto ao meio ambiente. A celulose,
hemicelulose e lignina totalizam cerca de 90% da composi¢cdo total do material
lignoceluldsico. A producédo de etanol a partir deste material exige a conversdo da
celulose e hemicelulose da biomassa em aclUcares monoméricos, para serem
convertidos em fontes de energia como o etanol. Devido ao interesse na biomassa
lignocelulésica como matéria-prima, por seu baixo custo e disponibilidade, estudos
foram feitos, por mais de duas décadas, sobre a producdo de etanol a partir de
materiais lignocelulésicos renovaveis (RUEDA, 2010).

Com raras excec¢des os trabalhos sobre producdo de etanol lignoceluldsico
tém dado pouca ou nenhuma importancia sobre a influéncia do tempo de

armazenamento na matéria-prima (LEITE, 2009).
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2 Objetivos

2.1 Geral

Avaliar o efeito do tempo de armazenamento sobre os carboidratos estruturais
da palha da cana-de-acucar e o desempenho da fermentacédo etandlica realizada

pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus.

2.2 Especificos

» Verificar se ha degradacao dos componentes estruturais da palha da cana-
de-acucar em virtude do tempo de armazenamento;

= Avaliar o rendimento do pré-tratamento hidrotérmico da biomassa;

= Examinar o processo de hidrdlise enzimatica da palha;

» Analisar o desempenho das leveduras Saccharomyces cerevisiae e

Kluyveromyces marxianus na fermentacao etandlica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassas Lignocelulésicas

A biomassa lignocelulésica € o recurso biolégico renovavel mais abundante
da terra, possui estrutura rigida e fibrosa e dispde de potencial para producéo de calor,
eletricidade, combustivel e outros produtos quimicos. E composta, basicamente, por
trés componentes principais: celulose, hemicelulose e lignina, conforme ilustrado na

Figura 1 e, também, uma pequena quantidade de cinzas e extrativos (SANTOS et al.,
2012; WANG et al., 2017).

Figura 1 — Estrutura da biomassa lignocelulésica.

Célula ' Lignina

Vegetal Celulose ﬁ
A .
; /\Glicose

Celular

| Microfibrila celuldsica
Hemicelulose

Biomassa
Lignocelulosica

Fonte: Adaptado de Mota et al. (2015).

O tamanho e a forma da parede celular dos materiais lignocelulosicos variam
de espécie para espécie, apresentando composicdo quimica de acordo com a
biomassa analisada. Seus trés componentes principais sao distribuidos em
guantidades diferentes. Em geral, a celulose se encontra em propor¢gdes maiores,
cerca de 35-50%, seguida da hemicelulose, em torno de 20-35% e a lignina com 10-
25%, conforme mostra a Tabela 1 (SANTOS et al. 2012; SILVA, 2012).
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Tabela 1l - Composicdo quimica de algumas biomassas lignocelulésicas que podem ser

utilizadas na producéo de etanol de segunda geracao.

Biomassa Lignocelulésica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Espiga de milho 45 35 15
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19
Palha de milho 38 26 23
Sorgo 23 14 11

Fonte: Adaptado de Mussatto e Teixeira (2010); Santos et al. (2012).

Segundo Mussatto e Teixeira (2010) a biomassa lignoceluldsica € uma fonte
de energia renovavel de baixo custo e compde residuos agricolas, florestais e
agroindustriais. Esses residuos contém uma grande variedade de materiais, dentre
eles, residuos de papel, bagaco de cana-de-agucar, palhas, caules, talos, folhas e
cascas de cereais como milho, arroz e trigo.

De acordo com Pereira Jr., Couto e Santa Anna (2008) entre os residuos
lignoceluldsicos de maior importancia se destaca o bagaco e palha da cana, palha e
farinha de milho, palha de arroz e de trigo, residuos de madeira processada e residuos
de papel. No Brasil estima-se que o setor Sucroenergético gera, aproximadamente,
6,6 milhdes de toneladas de bagaco de cana excedente e 76 milhdes de toneladas de
palha (MAPA, 2018).

A celulose, polimero linear e cristalino de alto peso molecular, é o
polissacarideo organico mais abundante do planeta, formada por uma longa cadeia
de unidades de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas p-1,4 como mostrado na

Figura 2. Essas ligacdes glicosidicas sao fracas e tendem a se decompor sob
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condi¢des acidas e de alta temperatura. Sua formula quimica geral é (CeH100s)n,
possui como unidade basica de repeticdo a D-celobiose, que consiste em duas
unidades de D-glicose, e tem como funcéo dar protecao, forma e suporte as células
vegetais (ARAUJO et al., 2013; WANG et al., 2017).

Figura 2 — Estrutura da celulose.

mv B :-1—/‘03‘& -0 : .. ! o f_\._ﬂo Z-J)f‘- o »S_ﬂ :-4~/~°H
N ~- S
celobiose

Fonte: Gomes (2015).

As unidades repetidas de D-celobiose compdem pilhas de cadeias lineares,
gue formam uma estrutura cristalina com ligagbes de hidrogénio, como mostra a
Figura 3. Essas microfibrilas de celulose altamente hidrogenada proporcionam
resisténcia a parede celular, dificultando a desconstru¢cdo por solvente ou por
tratamentos fisicos. A hidrolise da celulose resulta em uma molécula de glicose,
acucar simples de seis carbonos, facilmente fermentado em biocombustiveis se puder
ser acessado (NOGUEIRA, 2008; AMARASEKARA, 2014).

Figura 3 — Cadeias lineares de polissacarideos em microfibrilas de celulose.

Fonte: Amarasekara (2014).

A hemicelulose, segundo componente da biomassa, é uma estrutura amorfa
formada por polimeros heterogéneos de pentoses (xilose, arabinose), hexoses
(glicose, manose, galactose) e acidos de acucar, conforme representado na Figura 4
(MORAIS, NASCIMENTO e MELO, 2005).



Figura 4 — Alguns componentes da hemicelulose.
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Fonte: Morais, Nascimento e Melo (2005).

Ela serve de conexao entre a celulose e a lignina uma vez que suas cadeias

laterais permitem que ela interaja também com a lignina. A variedade de ligacdes e

de ramifica¢®es contribui para a complexidade de sua estrutura. Diferente da celulose,

sua estrutura ndo é cristalina e é facilmente hidrolisada. Também ao contrario da

celulose, que contém apenas D-glicose, a hemicelulose contém muitos monémeros

de agucares diferentes, a maioria deles sdo as pentoses, que sdo agucares de cinco

carbonos. A xilose € o monémero de aclUcar presente em maior quantidade na
hemicelulose (ARAUJO et al., 2013; AMARASEKARA, 2014).

A lignina, terceiro constituinte da biomassa, € uma macromolécula aromética

gue possui uma estrutura polifendlica complexa e rigida sendo composta basicamente

de unidades de fenilpropano (Figura 5).
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Figura 5 — Representagao esquematica da lignina.
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Fonte: Aradjo et al. (2013).

Ela apresenta uma conformacéo tridimensional e amorfa e age como material
adesivo, agente de enrijecimento e como barreira contra a degradacédo enzimatica,
microbiana e oxidagdo da parede celular. A organizacdo e composicdo de seus
componentes variam de uma espécie para outra (CARVALHO, 2011; SANTOS et al.,
2012).

3.2 Cana-de-acucar

A cana-de-acucar, bastante cultivada no Brasil, € uma cultura semi-perene,
ou seja, apos seu plantio pode ser cortada varias vezes antes de ser replantada. Seu
ciclo produtivo é, em média, de cinco cortes em seis anos (LEITE, 2009). E um recurso
agricola renovavel com grande potencial para produgdo de etanol e subprodutos.
Portanto € considerada umas das grandes alternativas para o setor de
biocombustiveis (CONAB, 2017).

Esta planta pertence ao género Saccharum e ao grupo das gramineas,

oriunda de regides temperadas quentes a tropicais da Asia. A parte aérea da planta é
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composta pelos colmos, onde se concentra a sacarose, e pelas pontas e folhas, que

constituem a palha da cana, como mostrado na Figura 6 (NOGUEIRA et al., 2008).

Figura 6 — Estrutura tipica da biomassa da cana-de-aculcar.
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Fonte: Nogueira et al. (2008).

Os colmos da cana sao utilizados como matéria-prima para producdo de
acucar e etanol. O bagaco é um subproduto do processamento da cana-de-acucar,
constituido por uma fracéo dos colmos. As pontas, folhas verdes e secas compdem a
palha da cana-de-agucar, que vem sendo, cada vez mais, utilizada na industria como
combustivel em caldeiras e producéo de etanol de segunda geracao (DIAS, 2011).

A composicdo da cana-de-acUcar varia em funcao da variedade de cana, do
solo, do clima, da disponibilidade de agua e da época na safra, dentre outros fatores.
A cana-de-acucar €, essencialmente, uma mistura de caldo e fibra. Sua composicao
bésica é apresentada na Tabela 2 (DIAS, 2011).

Tabela 2 - Composicéo basica da cana-de-agucar.

Componente Teor (% em massa)
Solidos Totais 27 a24
Solidos Soluveis 10a16
Fibra (base seca) 11a16
Agua 73a76

Fonte: Dias (2011).
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Segundo Souza et al. (2013) a cana-de-agUcar é a mais importante matéria-
prima para producdo de etanol. Devido a extensdo de seu cultivo no mundo, sua
produtividade em relacdo a area cultivada, seus baixos custos de producéo e seu
balanco energético positivo (CORTEZ, LORA e GOMEZ, 2008).

De acordo com o Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA, 2015) o
Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, seguido da india, China e
Tailandia, como ilustra a Tabela 3. No Brasil ela € utilizada, principalmente, na
producdo de etanol e aglcar. E uma das culturas agricolas mais importantes em
paises tropicais, gerando diversos recursos e empregos diretos e, dessa forma,
contribuindo para o desenvolvimento, com melhores fontes de renda (SANTOS,
2012).

Tabela 3 — Série histérica da producdo dos principais paises produtores de cana-de-

acucar, em milhGes de toneladas.

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Brasil 349,6 347,7 3823 4283 4955 5228 6226 627,3 5658 5494
india 287,4 2339 237,1 2812 3555 348,2 2850 2923 3424 3479
China 90,2 89,8 86,6 92,6 113,0 1242 1156 110,8 1144 123,5

Tailandia 74,3 65,0 49,6 47,7 64,4 73,5 66,8 68,8 96,0 96,5

Fonte: Adaptada de MAPA (2015).

No Brasil, a cana-de-acucar é cultivada em diferentes regibes. Na safra
2016/2017, a area cultivada foi pouco mais de 9 milhdes de hectares, distribuidas em
todas as regifes produtoras do pais, com concentragdo maior na regiao Sudeste,
conforme mostra a Figura 7. A estimativa de producéo para safra de 2017/18 é de
635,6 milhdes de toneladas, um decréscimo de 3,3% comparado com a safra anterior
(CONAB, 2017).
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Figura 7 — Producao de cana-de-agUcar por regido.
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Por estar cada vez mais presente na matriz energética brasileira e ser uma

fonte importante de biomassa, a cana-de-acucar vem sendo o foco de estudos que

almejam seu melhor aproveitamento. Esses esforgcos sdo muito importantes para o

cenario agroenergeético e econdmico do Brasil. Neste contexto, diversas empresas de

melhoramento genético das variedades de cana-de-agUcar realizaram estudos a fim

de desenvolver variedades de cana com alto teor de fibras e maior produtividade
(Figura 8) (VAZ-JUNIOR, 2013; SILVEIRA, 2014).

Figura 8 — Comparacdao entre a cana tradicional e a cana-energia.
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Em sua composi¢ado, a cana-de-agucar tradicional (Saccharum officinarum),
predominante nos canaviais brasileiros, possui elevado teor de agucar e baixo teor de
fibras. Ja a cana-energia (Saccharum spp. hybrids), uma variedade produzida por
melhoramento genético, destaca-se por apresentar alto teor de fibras e alta
produtividade (OKUNO, 2016). A Tabela 4 ilustra as diferencas de composi¢cao entre

a cana-energia e cana-de-acucar tradicional.

Tabela 4 — Composicao da cana-de-aclcar e da cana-energia.

Caracteristicas Cana-de-agucar Cana-energia

Teor de fibras (%) 17,4 27

Teor de agucar (%) 12,6 8,5

ATR (kg de ATR/ton de cana) 135 93
Produtividade (ton/ha) 100 180
Numero de colheitas por ciclo 5 10
Bagaco (ton/ha) 25 92,6
Acucar (ton/ha) 13,5 17,2

Fonte: Delgado, Sousa e Roitman (2017).

Os diversos produtos que sdo produzidos a partir da biomassa da cana-de-
acucar possuem grande potencial em agregar valor a cadeia produtiva energética.
Dentre esses produtos, ilustrados na Tabela 5, destacam-se o bagaco e a palha da

cana pelo seu amplo potencial energético (VAZ-JUNIOR, 2013).

Tabela 5 — Componentes e derivados da cana-de-agcUcar com uso econémico.

Residuo Constituinte Principal Uso

Acucar Comercial, Etanol,
Sucroquimica.

Alimentacdo Animal,

Sacarose Glicose e Frutose

5 Lignina, Celulose, Hemicelulose, Bioeletricidade Via Cogeracé&o,
agaco . . 7
Inorganicos e Agua Etanol De Segunda Geracdo,
Fibras e Polimeros.
Bioeletricidade Via Cogeracéo,
- . Etanol De Segunda Geracgéo
Lignina, Celulose, Hemicelulose, P !
Palha 9 | .. A Compostos Quimicos A Partir
norganicos e Agua Da Celulose, Hemicelulose e
Lignina.
. Matéria Orgéanica Solubilizada, Sélidos Inorganicos Biogas,
Vinhaca Y . A . 3 .
InsolUveis, Sais Inorganicos Sollaveis e Agua Fertilizantes.

Fonte: Adaptado de Vaz-Junior (2013).
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3.3 Palha da cana-de-agucar

A palha € um subproduto muito importante da cana-de-agucar, compreende a
parte aérea da planta, € composta pelas pontas, folhas verdes e secas, conforme
llustra a Figura 9.

Figura 9 — Representacgao da palha da cana-de-agUcar.
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Seus acgucares encontram-se na forma de polimeros de celulose,
hemicelulose e séo recobertos por uma macromolécula denominada lignina (DIAS,
2011; SANTOS et al., 2012). Silva (2009) demonstrou que a palha in natura apresenta
em sua composicao 38% de celulose, 29% de hemicelulose e 24% de lignina e de
acordo com Santos et al. (2012), uma tonelada de palha é equivalente am1,2 a 2,8
EBP (Equivalentes Barris de Petréleo).

De acordo com Santos et al. (2012) a palha se destaca como fonte energética
entre os diferentes tipos de biomassa lignocelulésica, por apresentar um grande
potencial para geracdo de energia e producéo de etanol celulésico (etanol de segunda
geracdo). Seu aproveitamento devera ocupar nos proximos anos um lugar de
destague como matéria-prima para a producédo de etanol combustivel.

Grande parte da palha de cana-aclUcar era queimada antes da colheita.
Porém, a colheita mecanizada vem aumentando, devido a um Decreto Federal n.
2.661/98 que estabelece o fim gradativo da queima de cana-de-acucar nos 20 anos
seguintes a sua promulgacédo. Portanto, o prazo se extingue em 2018. Com isso,

havera um aumento na disponibilidade de palha, que podera ser utilizada como fonte
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de energia para diversos processos, dentre eles, a producao de etanol celulésico e a
producédo de energia (SANTOS et al., 2012). Entretanto, de acordo o Sindacucar-AL
(2017) apenas 10% da colheita de cana em Alagoas é feita de maneira mecanizada,
ou seja, 90% é realizada manualmente. Isso ocorre, principalmente, devido ao tipo de
solo acidentado, o que leva a necessidade de queimar a cana antes da colheita

manual.
3.4 Aplicacdo industrial da palha da cana-de-agucar

A palha da cana é fonte de uma energia limpa, renovavel e sustentavel,
representa um terco do conteldo energético da cana-de-acucar (EPE, 2017). Seus
componentes (celulose, hemicelulose e lignina) podem ser utilizados de forma integral
em Biorrefinarias na producao de diversos produtos (CGEE, 2010).

De acordo com Cherubini (2010), uma biorrefinaria se caracteriza por utilizar
um conjunto de tecnologias e processos através dos quais as matérias-primas
renovaveis e seus residuos sao transformados em bicombustiveis, energia e produtos
quimicos de alto valor agregado.

Para a utilizagdo da palha em diversos processos produtivos € necessario que
seus componentes sejam separados, transformando-os em matéria-prima. Nesta
separacao € imprescindivel a etapa de pré-tratamento, que visa romper a estrutura

lignocelulésica (Figura 10).
Figura 10 — Funcao do pré-tratamento da biomassa.
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O pré-tratamento pode ser térmico, quimico, fisico, biolégico ou uma
combinacéo de todos esses, seguido do processo de hidrolise para gerar uma alta
concentracdo de monbmeros de acgUcar, que podem ser usados em processos
biotecnolégicos e quimicos (BETANCUR e PEREIRA JR, 2010; CGEE, 2010).

A Figura 11 ilustra um esquema simplificado do fracionamento dos

componentes da biomassa lignocelulésica.

Figura 11 — Fracionamento dos componentes da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Adaptado de Pereira Jr, Couto e Santa Anna (2008).

Os componentes extraidos da palha podem dar origem a diversos produtos,
tais como: biocombustiveis (etanol de segunda geracdo), energia elétrica, materiais
(fibras, papel e etc.) e alguns produtos quimicos (resinas, adesivos, lubrificantes,

acidos e etc.) (ALVIM et al., 2014). A seguir séo listados alguns destes produtos.

= Producéo de etanol de segunda geragéo

Na area de biocombustiveis, a palha pode ser utilizada na producéo de etanol
de segunda geragédo, que segundo Jardine, Dispato e Peres (2009), recebe esta
denominacéo por ser obtido de matéria-prima ndo convencional. Este etanol vem
sendo produzido pela hidrolise e fermentacdo de materiais lignoceluldsicos desde o

fim do século XIX, mas, somente nos ultimos 20 anos essa tecnologia tem sido
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proposta em escala industrial e vem sendo considerada como uma alternativa
promissora para aumentar a producdo e atender a demanda mundial de
biocombustiveis (NOGUEIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2014).

Contudo, um dos principais desafios dessa tecnologia é a dificuldade de
obtencdo dos aglcares a partir dos componentes principais da biomassa (celulose e
hemicelulose), devido as suas estruturas complexas e rigidas (SANTOS et al., 2016).
Portanto, sdo necessarias algumas etapas para tornar esses acucares disponiveis a
fermentacdo. As principais etapas séo: pré-tratamento da biomassa, hidrolise acida
ou enzimatica da celulose para posterior fermentacéo desse acucar (MOREIRA et al.,

2014). A Figura 12 apresenta uma configuracdo simplificada do processo.

Figura 12 — Representacdo esquematica da producdo de etanol a partir de biomassa

lignoceluldsica.
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2012).
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Durante o pré-tratamento a lignina € removida e a hemicelulose é quebrada
nos seus monOmeros constituintes, uma mistura de hexoses e pentoses.
Posteriormente, essa biomassa pré-tratada € submetida a hidrolise, que pode ser
acida ou enzimética. A hidrélise acida consiste na quebra das moléculas de celulose
por meio da adicdo de um acido diluido ou concentrado, dependendo das condi¢bes
da reacdo (temperatura, concentracdo de acido), outros produtos poderdo ser
formados, resultantes da degradacéo da glicose e do furfural. Na hidrolise enzimatica,
o catalisador € de origem biolégica, um complexo de enzimas chamadas de celulases
(CORTEZ, 2010). Por fim, ocorre a fermentacéo, que é realizada por microrganismos,
usualmente uma levedura, que converte o acucar em etanol. A levedura mais utilizada
€ a Saccharomyces cerevisiae (GALBE e ZACCHI, 2010).

Rocha, Almeida e Cruz (2017) listaram o potencial de producéao de etanol de
diversas biomassas lignocelulésicas a partir das concentracées de celulose e
hemicelulose de cada umas delas. Nas Tabelas 6 e 7 € possivel observar um grande
potencial de producéo de etanol a partir dessas biomassas, destacando-se a casca

do coco, a palha e o bagaco da cana-de-acgucar.

Tabela 6 — Potencial de producédo de etanol a partir da celulose.

Teor de Gllqose Etanol th'do Volume de Volume de
obtida a a partir da
. Celulose por . ~ etanol por etanol por
Biomassa partir da fermentacéo
tonelada de L . 2 tonelada de hectare de
residuo (%) hidrélise da daglicose residuo® (L)  biomassa (L)
celulose! (kg) (kg)
Palha de
Cana-de- 44,3 354,36 162,97 206,29 2.194,10
aculcar
Palha de 36,7 293,57 135,01 170,90 503,65
Milho
Bagaco de
Cana-de- 38,8 310,37 142,74 180,68 1.921,70
acucar
Sabugo de
. 35,4 283,17 130,23 164,85 124,92
Milho
s et 35,1 280,77 129,13 163,45 653,55
Trigo
Casgfode 41,0 327,97 150,83 190,93 2.426,20

1: 1,111 g/g; assumindo 80% de eficiéncia no pré- tratamento e 90% de eficiéncia na hidrdlise;
2:Yp/s = 0,51 g/g; assumindo 90% de eficiéncia na fermentagéo; 3: densidade do etanol 0,79

Fonte: Adaptado de Rocha, Almeida e Cruz (2017).
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Tabela 7 — Potencial de producéo de etanol a partir da hemicelulose.

Teor de Xilose obtida  Etanol obtido
Hemicelulose a partir da a partir da
Biomassa por tonelada hidrélise da fermentacao

Volume de Volume de
etanol por etanol por
tonelada de hectare de

" ; 1 ; 2
de r(e;z;duo heml?l?ét;lose da ?kllgo)se residuo® (L)  biomassa (L)
Palha de
Cana-de- 31,1 254,37 64,99 82,27 874,99
acucar
Pmﬁge 34,2 279,73 71,47 90,47 266,61
Bagaco de
Cana-de- 29,4 240,47 61,44 77,77 827,16
acucar
Sai’/luiﬁ]% de 26,9 220,02 56,22 71,16 53,92
Pa.‘r'ﬂg:e 19.8 161,95 41,38 52.38 209,42
Casca de 21,5 175,85 44,93 56,87 722,73

coco
1: 1,136 g/g; assumindo 80% de eficiéncia no pré-tratamento e 90% de eficiéncia na hidrdlise;
2: Ypls = 0,51 g/g; assumindo 50% de eficiéncia na fermentacéo; 3: densidade do etanol 0,79

Fonte: Adaptado de Rocha, Almeida e Cruz (2017).

Um exemplo de industria que vem aplicando técnicas de conversdo de
biomassas lignoceluldsicas é a Granbio que foi inaugurada em abril de 2013 no Estado
de Alagoas. Ela foi a primeira usina de etanol celulésico da América Latina. Seu
objetivo era produzir 20% a mais de etanol em 2014 utilizando apenas a palha de
cana, sem precisar aumentar a area de plantio de cana-de-acucar (G1, 2013).

De acordo com a Granbio (2017) sua planta industrial tem capacidade de
produzir 82 milhdes de litros do biocombustivel por ano, através de um processo
produtivo que ndo compromete a lavoura. Isto s6 € possivel em areas onde a colheita
da cana-de-acucar € mecanizada, uma vez que apoés a colheita da cana, a palha é
recolhida e transportada para a usina ou para o estoque, onde pode ficar armazenada
por varios meses.

Outro exemplo desse tipo de industria é a Raizen, na regido Sudeste, que
iniciou a operacao de sua primeira planta de etanol celulésico em escala comercial
utilizando o bagaco e palha da cana-de-agucar, com capacidade de producédo de 40
milhdes de litros por ano (RAIZEN, 2017).
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* Producdo de energia elétrica

Devido ao seu alto potencial energético, a palha vem sendo utilizada na
producdo de energia térmica e elétrica em sistemas de cogeracdo de energia
instalados na maioria das usinas sucroalcooleiras (DIAS, 2011). As primeiras usinas
implementaram este processo no inicio do século XX, que consiste em aproveitar o
vapor produzido pela queima da palha e/ou bagaco de cana, em caldeiras, para

funcionamento dos seus equipamentos (Figura 13) (CASSULA et al., 2012).

Figura 13 — Fluxograma de producédo de energia elétrica.
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Fonte: Adaptado de Santos (2016); Cassula et al. (2012).

De acordo com Miranda (2013) com o aperfeicoamento das caldeiras tornou-
se possivel uma producdo de vapor suficiente para garantir o funcionamento dos
equipamentos e gerar energia elétrica, também chamada de bioeletricidade, que é
destinada a comercializacdo no Sistema Elétrico Brasileiro.

Estudos realizados no Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE) indicam que a geracao de bioeletricidade, a partir da palha de cana-
de-aclcar, tem o potencial de producdo de 35,5 TWh por ano. Esse potencial
considera a producéo de 140 kg de palha (base seca) por tonelada de cana-de-agucar
e de recolhimento de metade de toda a palha gerada na colheita da safra 2016/2017
(CNPEM, 2017).

De acordo com a Empresa de Pesquisas Energéticas (EPE, 2017) em 2016 a
participacdo de fontes renovaveis na matriz energética brasileira manteve-se entre as

mais elevadas do mundo, com a patrticipacdo de 43,5%. Dentre as fontes renovaveis
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de energia se destaca a biomassa da cana com 17,5%, como ilustra a Figura 14. Com
o0 grande potencial da queima da palha, a producdo de energia elétrica tende a
aumentar, considerando que este residuo representa 1/3 do potencial da cana-de-
acucar (MENANDRO, 2016).

Figura 14 — Participagao de fontes renovaveis na matriz energética brasileira.

BRASIL (2016)

BRASIL (2015)

BRASIL (2014)

MUNDO (2014) BEEXA

OCDE (2014) KN4

~
~

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Renovaveis ® NA&o renovaveis

Fonte: Empresa de Pesquisa Energética — EPE (2017).

*» Producao de Bioquimicos/Biopolimeros

Com o desenvolvimento de processos de Biorrefinaria € possivel produzir
diversos produtos derivados da biomassa lignoceluldsica, que podem substituir os
produtos derivados do petrdleo e proporcionar o crescimento da industria quimica
(MENON e RAO, 2012). A partir dos constituintes basicos da palha da cana (celulose,
hemicelulose e lignina) pode-se produzir uma grande variedade de Biopolimeros
(Figura 15) destinados a diversas aplicacdes industriais (PEREIRA JR, COUTO e
SANTA ANNA, 2008; MORAIS et al., 2013).
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Figura 15 — Produtos potenciais que podem ser produzidos a partir de biomassa

lignoceluldsica (palha e bagaco de cana-de-agucar).
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Fonte: Adaptado de Morais et al. (2013).

De acordo com Vaz-Junior (2013) os produtos quimicos obtidos a partir de
biomassa sdo os que possuem maior potencial em agregar valor a uma cadeia
produtiva agroenergética. A producdo destes produtos tem grande potencial para
reduzir a dependéncia de produtos a base de petréleo, para melhorar a economia das
indastrias quimicas e da agricultura (MENON e RAO, 2012).

3.5 Armazenamento da palha da cana-de-acuUcar

Apos a colheita mecanizada da cana, a palha precisa ser separada, colhida e
armazenada antes de seu processamento. A separacao entre palha e cana pode ser
efetuada no campo ou na usina, como ilustra a Figura 16. Quando esta separacéo &
realizada no campo, a palha é enfardada e transportada para a usina, onde é

descarregada ja no sistema de processamento ou armazenada (LEAL et al., 2013).
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Figura 16 — Separacéo entre palha e cana.
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Fonte: Adaptado de Leite (2009).

Séo diversas as formas que podem ser utilizadas para armazenar a palha da
cana-de-acucar. Um estudo realizado pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC,
2015) sobre formas de armazenamento da palha cana, por meio do Projeto
BRA/96/G31, avaliou trés condi¢cdes de armazenamento da palha com o objetivo de
identificar o melhor custo-beneficio. As trés condi¢cdes estudadas foram: palhico
empilhado a céu aberto, palhico armazenado em galpéo de lona inflavel e o palhico
armazenado em silos plasticos (silo bolsa) como mostra a Figura 17. Neste estudo, foi
observado que o armazenamento a céu aberto é a alternativa mais conveniente.
Contudo, nao foram consideradas as perdas de material por deterioracdo (LEITE,
20009).
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Figura 17 — Formas de armazenamento da palha.
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Fonte: Adaptado de CTC (2015).

No capitulo a seguir, serdo descritos os materiais e métodos utilizados neste
trabalho para realizacdo das etapas de caracterizacdo quimica da palha, pré-
tratamento hidrotérmico, hidrélise enziméatica e fermentacdo etandlica. E por fim, foi
apresentado o modelo utilizado para fazer uma estimativa de producdo de etanol

baseada nos dados da biomassa estudada.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
e Bebidas (LTBA) localizado no Centro de Tecnologia (CTEC) da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), em parceria com uma usina de producdo de etanol
localizada em S&o Miguel dos Campos — AL. As etapas empregadas neste estudo séao

apresentadas na Figura 18.

Figura 18 — Fluxogramas das etapas envolvidas no estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017).
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4.1 Matéria prima

A palha da cana-de-acgucar utilizada neste estudo foi proveniente do Centro
de Armazenamento de uma usina que produz etanol a partir da palha da cana,
localizada em S&o Miguel dos Campos — AL. Essas palhas foram armazenadas em
fardos empilhados cobertos com lona plastica por varios meses antes de seu

processamento (Figura 19).

Figura 19 — Palha armazenada coberta com lona plastica

Fonte: Acervo do autor (2017).

4.2 Coleta e preparo da amostra

Foram coletadas trés amostras de palha conforme ilustrado na Tabela 8. As
coletas foram realizadas da parte externa dos fardos.

Tabela 8 — Identificacdo das amostras.

Amostra Safra
Amostra 1 2014/2015
Amostra 2 2015/2016
Amostra 3 2016/2017

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

A amostra da safra 2014/2015 estava armazenada ha dois anos, a amostra
da safra 2015/2016 passou um ano armazenada e a amostra da safra 2016/2017 foi

coletada logo apds sua colheita.
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As amostras de palha levadas ao laboratério foram trituradas em moinho de
facas tipo Willey (Figura 20) para diminuir sua granulometria e posterior caracterizacao

guimica.

Figura 20 — Moinho de facas tipo Willey.

Fonte: Acervo do autor (2017).
4.3 Caracterizacdo da palha da cana-de-acUcar

As andlises da composicdo quimica da palha da cana-de-acucar foram
realizadas na amostra in natura. Foram determinados o teor de umidade, cinzas e

extrativos, lignina total, celulose e hemicelulose.

4.3.1 Determina¢do de umidade

Para determinar o teor de umidade foram pesadas, em triplicata, 20g da
amostra e colocadas para secar em estufa a 105°C + 3°C até peso constante. Esta
andlise foi baseada na norma do National Renewable Energy Laboratory (NREL)
(SLUITER et al., 2008a). O teor de umidade das amostras foi calculado através da

Equacao 1:

Massa
Umidade (%) = 100 - [( am"s““eca) ><100] (1)
Massaamostra bruta

4.3.2 Determinacao de cinzas

O teor de cinzas foi determinado pesando-se em triplicata 10g da amostra,

previamente moida e peneirada, em seguida colocada para incinerar em forno de
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mufla equipado com um programador de rampa. As amostras foram incineradas
seguindo o programa de rampa de temperatura descrito na Tabela 9. Esta analise foi
baseada na norma do NREL (SLUITER et al., 2008b).

Tabela 9 — Rampa de aquecimento da mufla para incineracdo da amostra.

Temperatura (°C) Velocidade (°C/min) Permanéncia (min)
105 10 12
250 10 30
575 20 180

Fonte: Adaptado de Sluiter et al. (2008b).

Para calcular o teor de cinzas foi utilizada a Equagéo 2.

Massaamostra incinerada
Cinzas (%) = < x 100 (2)
Massaamostra bruta pesada

4.3.3 Determinacéo de extrativos

Na determinacéo de extrativos, a metodologia foi baseada na norma NREL
(SLUITER et al., 2008c). Foram utilizadas amostras de 3g de palha moida e néo
peneirada, colocadas em cartuchos de celulose previamente seco em estufa a 105°C.
A extracao foi realizada em aparelho de soxlet em duas etapas: a primeira etapa foi
feita com 200mL de agua deionizada por 24h com temperatura ajustada para 8°C; a
segunda etapa foi realizada com 180mL de etanol absoluto PA por 8h, com
temperatura ajustada para 15°C. ApoOs a extracdo, os cartuchos de celulose foram
colocados em estufa a 105°C para secagem até peso constante. As amostras finais e
iniciais foram pesadas e o teor de extrativos foi determinado pela diferenca dessas

massas conforme Equacéo 3.

M1-M2
M1

Extrativos (%) = ( )X 100 (3)

Em que:
M1 = Massa da amostra seca inicialmente pesada, em g;

M2 = Massa da amostra livre de extrativos, em g.
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4.3.4 Hidrolise acida

A hidrdlise acida tem o objetivo de fracionar a biomassa em estruturas mais
faceis de quantificar. Durante a hidrolise acida os carboidratos poliméricos séo
hidrolisados em suas formas monoméricas soluveis no hidrolisado e entdo medidas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Esse procedimento foi baseada na norma NREL (SLUITER et al., 2008d).
Pesou-se em triplicata 300mg da amostra livre de extrativos em tubos de pressao. A
cada tubo foi adicionado 3mL de acido sulfdrico 72% e foram colocados em banho-
maria com temperatura ajustada a 30°C por 60 minutos. Durante essa etapa de
hidrélise, as amostras foram agitadas utilizando agitador do tipo vértex a cada 10
minutos. A agitacao € essencial para garantir uma hidrélise uniforme. Apos 60 minutos
de hidrolise, os tubos foram retirados do banho-maria e colocados em banho de gelo.
Foi pesado 849 de agua deionizada e adicionado a cada tubo.

A mistura foi autoclavada por 1 hora a 121°C, resfriada e filtrada em um
cadinho de Gooch contendo filtros de fibra de vidro previamente secos e pesados. O
filtrado foi fracionado em duas partes: uma para a determinacao da lignina soluvel e a
outra para a quantificagdo dos carboidratos e &cidos organicos por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). Os sodlidos retidos no cadinho de Gooch foram
lavados com agua deionizada em abundancia e secos em estufa a 105°C até massa

constante para posterior determinagdo da lignina insoltvel.
4.3.5 Determinac¢do de lignina soluvel, insoltvel e total

Os sdlidos obtidos no procedimento descrito no item 3.3.4 foram levados a
estufa a 105°C até massa constante. A lignina insoluvel foi obtida pela diferenca entre
0 peso inicial e o residuo seco ao término do processo, conforme ilustrado na Equacao
4. Apés secos e pesados, os cadinhos de Gooch foram levados a mufla e incinerados
a uma temperatura de 575°C por 4 horas, para determinagcédo das cinzas da lignina,
calculada conforme mostra a Equacgéo 5.

M, —M,)-M
(M M”) C>x100
a

Lignina Insolavel (%) = < (4)

Em que:
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Ms = massa do cadinho de Gooch + filtro de fibra de vidro + residuo sélido ap6s
secagem a 105°C;

M, = massa do cadinho de Gooch + filtro de fibra de vidro, calcinado a 575°C;

Ma = massa inicial de amostra seca,;

M¢ = massa de cinzas da lignina.

(M; — Me) >x 100

™ ©)

Cinzas da Lignina (%) = <
Em que:
Mr= massa do cadinho de Gooch + filtro de fibra de vidro contendo as cinzas obtido
apos calcinacdo em mufla, em gramas;
M. = massa do cadinho de Gooch + filtro de fibra de vidro secos, em gramas;

Ma = massa inicial de amostra seca, em gramas.

A lignina solavel foi determinada fazendo-se a leitura do liquido gerado no
processo descrito no item 3.3.4 em espectrofotbmetro UV-Visivel. As leituras foram
feitas em um comprimento de onda de 240 nm. A lignina soluvel foi calculada através
da Equacgéo 6. Através da soma do teor de lignina soluvel e insoluvel obteve-se a

lignina total, conforme ilustra a Equacgéao 7.

(6)

Abs 240 xD) xV
Lignina Soluvel (%) = <( ) x V) )X 100

(maxexCO)

Em que:

Abs 240 = valor de absorbéancia lida a 240 nm;

D = fator de dilui¢do utilizado para a leitura das amostras;

Ma = massa de amostra inicial livre de umidade, em gramas;

Vf = volume total filtrado (0,08673 L);

€ = Absortividade molar para o comprimento de onda utilizado = 25 L/g cm;

CO = caminho optico da cubeta utilizada =1 cm.

Lignina Total (%) = % Lignina soltavel + % lignina insoltvel (7)
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4.3.6 Determinacao de carboidratos e 4cido acético

O filtrado obtido no procedimento descrito no item 3.3.4 foi submetido a
filtracdo em filtro 0,22um, diluido e analisado em um sistema de CLAE para
guantificacdo dos acguUcares e acido acético. A concentracdo dos acglcares e do acido
acético foi determinada através de curvas de calibracdo preparadas com padrbes de
grau analitico para cada componente. Para determinagéo de carboidratos foi utilizado
uma coluna Aminex HPX-87P (Bio-rad) e para determinacdo do &cido acético foi
utilizado uma coluna Aminex HPX-87H (RID-PDA).

Desta forma, as concentracdes de celulose e hemicelulose foram calculadas

pelas Equacdes 8 e 9, respectivamente.

% Celulose = % Glucanas (8)

% Hemicelulose = % Xilanas + % Arabinanas + % Acetil + % Galactanass (9)

4.4 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado de acordo com metodologia
utilizada por Rocha (2017). Uma amostra seca e triturada da palha da cana in natura
foi misturada com dgua em um erlenmeyer utilizando uma carga de sélidos de 10%
(m/v). O material foi pré-tratado em autoclave vertical durante 30 minutos a 121°C. Ao
final da etapa de pré-tratamento, a fracdo sélida foi separada da fracdo liquida por
meio de filtragdo em papel de filtro. A frag&o soélida foi submetida a lavagem com agua
para a remocao de inibidores, solubilizados durante a etapa de pré-tratamento, até pH
neutro. Em seguida, o soélido foi seco em estufa a 45°C até sua umidade atingir um
valor igual ou inferior a 10% para posterior hidrolise enzimatica.

O rendimento da etapa de pré-tratamento hidrotérmico foi calculado utilizando

a Equacao 10.

m "
R=—ma 2100 (10)
Myjnicial
Em que:

Minicial = Massa inicial seca de material lignocelulosico, em gramas;
Mtinal = Massa final seca de material lignocelulésico, em gramas;

R = rendimento massico (%).
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45 Atividade Enzimatica do complexo Cellic®CTec2

A atividade enzimatica da Cellic®CTec2 foi determinada conforme
metodologia descrita por Ghose (1987). O método baseia-se em determinar a
atividade celul6sica total da enzima, visando averiguar a quantidade utilizada nas
hidrélises. A atividade é dada em unidades de papel filtro, FPU (do inglés Filter Paper
Units) por mL de enzima.

Para a determinagdo da atividade enzimatica foi adicionado 1mL de solugéo
tampé&o citrato 50mM pH 4,8 em tubos de ensaios Folin Wu. Em seguida foram
adicionados 0,5mL de enzima, previamente diluida em tampao citrato, e tiras de papel
filtro Whatman n° 1 (1,0 x 6,0cm) como substrato. Os tubos foram incubados em banho
termostatizado a 50°C por 60 minutos a uma rotagéo de 150rpm.

ApoOs o periodo de incubagéo, adicionou-se 3mL de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) a cada tubo e agitou-se para parar a reacao enzimatica. Em seguida os tubos
foram colocados em agua fervente no banho-maria por 5 minutos, e depois resfriados
até atingir a temperatura ambiente. Foi adicionado 20mL de agua destilada e agitou-
se, dando sequéncia a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 540nm.

Para quantificacdo dos acUcares redutores liberados durante a reacdo
construiu-se uma curva padrao de glicose. Para construcdo da curva padréo, foi
preparada uma solucéo estoque de glicose 10,0mg/mL. Partindo dessa solugéo, foram
produzidas outras 5 solu¢des padrao por meio de novas diluicbes em tampao citrato
50mmol/L pH 4,8, abrangendo a faixa de concentragdo 0 — 10 mg/mL. As diluigbes
foram feitas em triplicata. A curva de glicose foi obtida com valores de concentracao

de glicose versus a absorbancia.

4.6 Hidrdélise Enzimética

As amostras de palha pré-tratadas foram submetidas a hidrélise enzimatica.
Foi utilizado o complexo de enzimas comercial CelliC® Ctec2. Os experimentos foram
realizados com uma carga enzimatica de 20 FPU/g de biomassa pré-tratada, uma
carga de sélidos de 10% (m/v) e 50mL de tampdo citrato, pH 4,8 (50 mM). As hidrélises
foram realizadas em erlenmeyer de 250mL em shaker sob agitagéo de 100rpm, a 50°C
por 72 horas. Durante a reacéo foram coletadas aliquotas nos tempos de 6, 24, 30,

48, 54 e 72 horas para posterior quantificacao de glicose.
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A concentracdo de glicose foi quantificada através do teste laboratorial
LabTest, usando-se reagente e padrao de glicose. Em tubos, foram adicionado
0,03mL da amostra e 3mL do reagente. Para o padrao, foi adicionado 0,03mL do
mesmo a 3mL do reagente. A mistura foi colocada em banho termostatizado por 10
min a 37°C. Em seguida, foi feita a leitura das absorbancias das amostras em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 505nm. A concentracéo de glicose

foi calculada de acordo com a Equacéo 11.

Absorbanciagmostra

CeLicosE (g/L): < )x Dilui¢aogmostra (11)

Absorbancia,garso

4.7 Fermentacdo Etandlica

Os microrganismos utilizados na fermentacao etanélica foram as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus. Foram cultivadas em meio
liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose) contendo 40g/L de glicose, 20g/L de extrato de
levedura e 20g/L de peptona bacteriolégica. Para o preparo da suspensdo, apos
atingir a fase exponencial de crescimento, as leveduras foram centrifugadas a
9000rpm por 10 minutos, eliminando o meio sobrenadante e lavadas com agua
destilada esterilizada para remocdo de acucares. A fermentacdo foi realizada
utilizando uma aliquota de 15mL do licor hidrolisado, 0,75mL de levedura (equivalente
a 5% do volume do hidrolisado) e 0,075mL de antibiotico para evitar contaminagdes

durante a fermentacéo.

A fermentacédo ocorreu durante 24 horas em shaker a 30°C e 150 rpm. ApGs
a fermentacdo, as amostras foram destiladas e o teor alcodlico foi determinado pelo
método espectrofotométrico utilizando solugdo de dicromato de potassio proposto por
AOAC (2002), adaptado por Abud (1997). A concentracdo de etanol foi determinada
a partir da curva de calibracéo do dicromato de potassio, com amostras de etanol com

concentragfes conhecidas, conforme mostra o gréafico da Figura 21.
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Figura 21 — Curva de calibracdo do dicromato de potéssio.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

A concentracéo de glicose foi determinada pelo teste laboratorial LabTest. A
eficiéncia da fermentacgéo (Er) foi determinada pela relacdo entre o rendimento real e
o rendimento teorico de 0,511 (Equacdo 12) (NOGUEIRA e VENTURINI-FILHO,
2005). O etanol potencial (Ep) foi calculado através do produto entre a quantidade de
glicose inicial e o rendimento teorico de 0,511 (Equacao 13) (PRATTO et al., 2017).

rendimento real
rendimento teérico(0,511)

Er=

(12)

Ep= glicose inicial x rendimento teérico (0,511) (23)

4.8 Estimativa de producao de etanol de segunda geracao (E2G)

A estimativa de producédo de etanol foi determinada considerando que para
cada 1 tonelada de cana-de-acgucar processada sdo gerados cerca de 140Kg de palha
(SANTOS et al. 2012). Os calculos foram realizados seguindo o esquema apresentado
na Figura 22.
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Figura 22 — Esquema para estimativa de producéo de etanol.
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25,8 L de etanol/ tonelada de cana- 11,0 L de etanol/ tonelada de cana-
de-aglicar de-aglicar

Fonte: Rocha, Almeida e Cruz (2017).

O capitulo seguinte apresenta os resultados da composicao quimica da palha
da cana-de-acUcar, do pré-tratamento hidrotérmico, da atividade enzimatica, da
hidrolise e da fermentagdo etandlica. Em suma, a andlise dos resultados foi feita
utilizando-se estatistica descritiva. Por fim apresenta-se uma estimativa de producéo

de etanol de segunda geracéo a partir da palha da cana-de-acucar estudada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Composicado quimica da palha da cana-de-agucar

A palha in natura foi caracterizada quanto & sua composi¢do quimica de
acordo com o procedimento descrito no item 3.3. Os teores de polissacarideos,
umidade, extrativos, cinzas, lignina e umidade obtidos s&o apresentados na Tabela
10.

Tabela 10 - Composicéo quimica da palha in natura.

Palha in natura®

Componentes Amostra 1 (%) Amostra 2 (%) Amostra 3 (%)
Celulose 34,29 £ 1,64 34,21 £1,22 33,25 +£0,33
Hemicelulose 28,62 +1,46 27,79 + 0,97 28,45 + 0,64
Lignina total 23,23 +0,34 22,84 + 0,26 23,19+0,41
Extrativos 10,41 + 0,30 11,49+ 0,17 12,14 £ 0,44
Cinzas 3,22+0,01 2,71 +£0,10 2,83 +0,06
Umidade 9,10 + 0,63 8,97 £ 1,08 9,60 + 0,94

@  Concentracdes de celulose, hemicelulose e lignina determinada apds remoc&o de extrativos.
Dados sao médias de trés repeti¢oes.

O teor de umidade n&o € componente estrutural da biomassa e pode mudar
dependendo do tipo de armazenamento. Sua determinacédo é necessaria para calcular
os valores dos componentes estruturais em base seca. O teor de cinzas corresponde
a gquantidade de silicatos, sulfatos e carbonatos. Os extrativos representa a
guantidade de taninos, alcaloides, resinas e graxas presentes na palha. A lignina total
€ a soma da lignina soltvel e insoltvel. A lignina solavel é a que permanece no filtrado
apoés a hidrolise acida e a lignina insoltvel é o residuo sdlido que fica retido no papel
de filtro.

A Figura 23 apresenta os valores de celulose, hemicelulose e lignina das trés
amostras. Observa-se semelhanca nos resultados. Em todas as amostras, a celulose
e hemicelulose representam mais de 60% da composi¢cédo quimica da palha da cana.

Menos de 4% é composto por cinzas.
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Figura 23 — Comparacdo dos componentes das trés amostras.
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A Tabela 11 reune os resultados obtidos da composi¢cdo quimica da palha

neste trabalho e por outros autores.

Tabela 11 — Resultados da composicao da palha de cana-de-agUcar encontrada por

diferentes autores.

Composicédo Quimica

Autor
Celulose Hemicelulose  Lignina  Extrativos  Cinzas

34,29 28,62 23,23 10,41 3,22 Este trabalho (AM1)
34,21 27,79 22,84 11,49 2,71 Este trabalho (AM2)
33,25 28,45 23,19 12,49 2,83 Este trabalho (AM3)
41,40 34,08 16,20 12,20 7,91 Carvalho et al., 2014
29,25 30,34 29,90 8,41 2,68 Moutta et al., 2014
38,10 29,20 24,20 5,90 2,50 Oliveira et al., 2014
34,75 24,32 20,17 10,33 8,75 Pratto, 2015
44,26 31,10 19,04 5,90 2,50 Santos et al., 2014

33,77 27,38 21,28 7,02 6,23 Szczerbowski et al. 2014
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Resultados semelhantes para o teor de extrativos também foram obtidos por
Carvalho et al. (2014) e Pratto (2015). O primeiro realizou a extracdo com
alcool:itolueno (1:2); o segundo realizou a extracdo somente com etanol 95%,
enquanto que neste trabalho a extracéo foi realizada com agua e etanol P.A.

Os valores de cinzas deste trabalho foram similares aos resultados
encontrados por Moutta et al. (2014), Oliveira et al. (2014) e Santos et al. (2014). Os
componentes celulose, hemicelulose e lignina foram semelhantes aos resultados
encontrados por Pratto (2015) e Szczerbowski et al. (2014).

A variacdo na composi¢cdo quimica da biomassa ocorre, visto que existe
variacdo na composicao quimica da biomassa para mesma espécie vegetal devido a
diferentes fatores, como: condi¢cBes climaticas, idade da cana, caracteristicas do solo
e modo de armazenamento. Além disso, metodologias diferentes podem ser utilizadas
na caracterizagdo quimica da biomassa, que podem resultar em valores divergentes
para celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e extrativos (PRATTO, 2015).

Tendo em vista que o0s resultados de caracterizacdo quimica néo
demonstraram diferencas significativas, as etapas posteriores (Pré-tratamento,

hidrolise e fermentacédo) foram realizadas juntando-se as 3 amostras.

5.2 Pré-tratamento Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico teve um rendimento massico de 93,05%.
Apesar de um rendimento bom, a concentracéo de glicose encontrada foi de apenas

0,151g/L, conforme ilustra a Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados experimentais do pré-tratamento.

Amostra Pré-tratamento Rendimento (%) Glicose (g/L)

Palha da cana-de-

. Hidrotérmico 93,05 0,151
aclcar

De acordo com a literatura, o pré-tratamento hidrotérmico geralmente é
realizado em condi¢cdes mais severas. Devido a esse fato, o resultado obtido nesse
trabalho ndo foi tdo eficiente, tendo em vista que se empregou condi¢cbes de 30
minutos e 121°C, devido as limitagdes dos equipamentos empregados.

Outros trabalhos obtiveram resultados melhores ao utilizar condi¢des
diferentes das empregadas aqui. Rocha (2017) realizou pré-tratamento hidrotérmico
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(PTH) seguido de alcalino (PTA) com H202 na palha da cana-de-agucar. Os melhores
resultados foram obtidos no PTH nas condi¢des a 195°C, 10 minutos, rotacédo de 200
rpm e razdo de 1:6,7 m/v, em combinacdo com o PTA nas temperaturas de 25 e 65°C.

Pratto (2015), por sua vez, realizou pré-tratamento hidrotérmico seguido de
alcalino com NaOH, também na palha de cana-de-acucar. A remoc¢ao de hemicelulose
e lignina foi mais eficiente quando o pré-tratamento alcalino foi realizado
sucessivamente ao hidrotérmico, 99,46 e 91,88% de remocédo de hemicelulose e
lignina, respectivamente. E possivel que em condicbes similares a estes dois
trabalhos os resultados pudessem ser mais satisfatorios. Visto que os melhores
resultados foram encontrados em condicdes mais severas e com pré-tratamento

combinado.
53 Atividade Enzimética

Inicialmente, para determinar a atividade enzimatica foi plotada a curva de
glicose, a qual esta representada na Figura 24. Assim, foi possivel determinar a
concentracdo liberada em cada reacdo enzimatica. A concentracdo de enzima foi
estimada para exatamente 2,0mg de glicose liberada durante a reacdo enzimatica,
definida como Filter Paper Unity (FPU).

Figura 24 — Curva padréo de glicose.
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A curva da enzima foi obtida com valores da concentracao de glicose versus
o log da concentracao da enzima, conforme ilustra o grafico da Figura 25. A partir da
equacdo apresentada na Figura 25, encontrou-se a concentracdo de enzima

necessaria para a liberacdo de 2mg de glicose.

Figura 25 — Curva padrédo da enzima.
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O complexo enzimatico apresentou atividade enziméatica de 167,57 FPU/mL.
Valor de 203 FPU/mL foi encontrado por Gomes (2015), que utilizou o mesmo lote de
enzima. A diferenca nos resultados pode ser explicado tendo em vista que a analise
realizada neste trabalho foi feita trés anos ap0s a analise de Gomes (2015), pois sabe-
se que o complexo enzimatico tende a diminuir a sua atividade com o passar do tempo
(ABREU, 2018). Dessa forma, o resultado aqui obtido encontra-se dentro do
esperado.

5.4 Hidroélise Enzimatica

Durante a hidrdlise enzimatica foram retiradas amostras nos tempos de 0, 6,
24, 30, 48, 54 e 72 horas para um acompanhamento cinético da bioconversédo da
celulose em glicose. A glicose do tempo 0 equivale a glicose obtida no pré-tratamento

Os resultados estdo apresentados na Tabela 13.



Tabela 13 - Resultados experimentais da hidroélise.

Tempo (h)

Glicose (g/L)

0
6
24
30
48
54
72

0,151
3,162
6,076
6,005
6,055
6,195
6,036
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Ao longo do tempo da hidrélise enzimética, foi verificado um aumento na

concentracéo de glicose. Observa-se que em 6 h, houve um aumento de 2094% na

concentracdo de glicose, comparando-se com o pré-tratamento, sendo entdo

comprovada a eficacia do processo.

Na Figura 26, observa-se que a bioconverséao de celulose em glicose ocorreu

nas primeiras 24 horas, onde foi registrado uma concentracdo de glicose de 6,076 g/L,

mantendo-se com poucas variacdes, atingindo uma concentracdo maxima de 6,195

g/L com 54 horas de processo, seguindo com poucas variacdes até seu término com

72 horas.

Figura 26 — Concentracédo de glicose na hidrélise enzimética.
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Diante do resultado apresentado na Figura 26, pode-se afirmar que a hidrélise
poderia ter sido encerrada em 30 horas, visto que a quantidade de glicose se manteve
praticamente estavel. Isso tornaria 0 processo mais curto e com menos custos. Além
disso, a hidrolise seguiu comportamento esperado, de acordo com o que pode ser
observado na literatura (Cf. ROCHA, 2017; SILVA, 2017; ABREU, 2018).

5.5 Fermentacdo Etandlica

As fermentagdes foram realizadas utilizando 0s microrganismos
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) e Kluyveromyces marxianus (K.
marxianus). Foram realizados trés ensaios de fermentacdo. O primeiro ensaio foi
realizado com a S. cerevisiae, 0 segundo com a K. marxianus e o terceiro ensaio com
um Mix das duas leveduras na proporgéo de 1:1.

O licor sacarificado da hidrolise enzimética foi utilizado como substrato nas
fermentacBes. A conversao dos carboidratos em etanol, pelas leveduras iniciaram nas
primeiras horas (Figura 27), confirmando a disponibilidade desses agucares aos

microrganismos.

Figura 27 — Consumo de glicose nas trés fermentagdes.
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Ao longo das 24 horas de fermentacdo, observa-se que a quantidade de
glicose foi reduzida, indicando consumo da mesma pelas leveduras. Decorridas 5
horas de fermentac&do, constata-se que nao houve diferenca na assimilagdo dos
acucares para as 3 condicbes de fermentacdo realizadas. A glicose foi consumida
guase que completamente com 5 horas de fermentacdo. A glicose residual foi de
0,034g/L para S. cerevisiae, 0,041g/L para K. marxianus e 0,047g/L para o Mix,

conforme apresentado na Tabela 14.

Tabela 14 — Consumo de glicose ao longo da fermentacéo.

Glicose (g/L)

Tempo (h) S. cerevisiae K. marxianus Mix
0 6,036 6,036 6,036
2 1,327 0,149 0,304
5 0,053 0,037 0,042
8 0,051 0,036 0,040
24 0,034 0,041 0,047

Ainda pode ser observado na Tabela 14, que em 2 horas de fermentacéo, o
consumo de glicose pela S. cerevisiae foi de 78,02%, a K. marxianus consumiu
97,53% de toda glicose disponivel e o Mix de leveduras consumiu 94,96% da glicose
inicial. Apesar do consumo da glicose pela Saccharomyces ser mais lento comparado
as outras fermentacdes, ela apresentou melhor rendimento, eficiéncia e melhor
producao de etanol.

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos nos trés ensaios da fermentacao.
O etanol potencial que poderia ser produzido com uma eficiéncia de 100% seria de
3,084g/L. Verifica-se assim, que a K. marxianus apresentou um menor rendimento
fermentativo, consequentemente obteve uma produtividade de etanol menor,
comparado aos outros ensaios. O Mix de leveduras teve uma eficiéncia e rendimento

semelhantes ao da S. cerevisiae.



Tabela 15 — Resultados obtidos na fermentacéo.
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Concentracéo de Etanol Etanol Eficiéncia
Ensaios Glicose potencial produzido Fermentacédo
(9/L) (9/L) (9/L) (%)
S. cerevisiae 6,036 3,084 2,011 65,21
K. marxianus 6,036 3,084 1,794 58,15
Mix 6,036 3,084 1,957 63,45

Como pode ser observado na Figura 28, o teor de etanol produzido foi muito

semelhante nas trés fermentacdes. Contudo, de acordo com esses resultados, a K.

marxianus apresentou menor resultado, que foi de 1,794g/L. Justificando sua baixa

eficiéncia (58,15%) comparado com os valores de 65,21% e 63

45 da S. cerevisiae e

do Mix, respectivamente. A S. cerevisiae apresentou uma produtividade de etanol

superior comparado as outras fermelntacdes, que foi de 2,011g/L.

Figura 28 — Producao de etanol nos trés ensaios de fermentacao
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m e excretam toxinas
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qgue, a levedura produtora € imune a sua toxina. (FERRAZ, 2
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concentracdes de etanol do que a K. marxianus (COSTA, 2011)

018). Por outro lado,
s tolerante as altas
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5.6 Estimativa de producao de etanol de segunda geracgéo (E2G)

Com base nos resultados encontrados neste trabalho para composicéo
guimica da palha da cana-de-acucar foi feita uma simulacao do aproveitamento dessa
palha para producéo de etanol de segunda geragao. A Tabela 16 apresenta os valores
encontrados de celulose e hemicelulose utilizados na estimativa de producdo de

etanol.

Tabela 16 — Concentracdes de celulose e hemicelulose.

Palha in natura

Componentes (%) Amostra 1l Amostra 2 Amostra 3 Média
Celulose 34,29 34,21 33,25 33,92
Hemicelulose 28,62 27,79 28,45 28,29

A Figura 29, apresenta as etapas do processo de producdo de etanol de
segunda geracao, bem como as operacdes unitarias a partir das fracdes celulésicas
e hemicelulésicas presentes na palha. No processamento da cana-de-agucar sé&o
gerados 140Kg de palha (SANTOS et al. 2012). Vale ressaltar que desses 140Kg de
palha gerados, 50% é colhido e 50% é deixado no campo para protecéo do solo. E
importante destacar também que os teores de celulose e hemicelulose foram

encontrados neste trabalho e que as demais etapas séo referentes a valores teoricos.

Figura 29 — Estimativa de producao de E2G a partir da palha da cana-de-acUcar.
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Os dados da producéo de etanol foram calculados considerando o fator de
conversao de celulose em glicose de 1,11 e o fator de conversédo de hemicelulose em
xilose de 1,14. Sendo a conversao em etanol utilizada a teorica formulada por Gay-
Lussac, onde 1 molécula de glicose é convertida a 2 moléculas de etanol (51,1% em

massa). De acordo com as seguintes expressoes:

Celulose Glicose (15)
CeH1005 ~ —>  CsH1206
MM = 162g/mol MM = 180g/mol

Y glicose/celulose = 180/162 = 1,11

Hemicelulose Xilose (16)
CsHB804 — CsH1005

MM = 132g/mol MM = 150g/mol

Y xilosethemicelulose = 150/132 = 1,14

Glicose Etanol 17)
1CsH120s —_— 2CHs0H
MM = 180g/mol MM = 92g/mol

Y glicose/etanol = 92/180 = 0,511

Pode ser verificado pela Figura 29 que seriam produzidos cerca de 16,1 litros
de etanol por tonelada de cana processada, utilizando 50% da palha gerada no
processamento da cana-de-acgucar.

De acordo com o Ministério da Agricultura e Abastecimento (2018) na safra
2016/2017 foram produzidas 657,18 milhfes toneladas de cana-de-agucar. Dessa
producao foram gerados 92,00 milhdes toneladas de palha. Metade dessa palha, 46
milhdes de toneladas, poderia ser utilizada na producéo de E2G. Se fosse utilizadas
as 46 milhdes de toneladas de palha geradas na safra 2016/2017, seriam produzidos
cerca de 10,580 milhdes de m? de etanol a mais a partir desse residuo, sem precisar
aumentar a area cultivada de cana-de-acucar.

Assim, a produtividade de E2G a partir da palha da cana-de-acucar
proporcionaria um ganho de 38% na safra 2016/2017, considerando a producéo de
etanol registrada que foi de 27,80 bilhdes de litros (MAPA, 2018). Essa energia limpa
e renovavel contribui para o meio ambiente na reducdo dos gases do efeito estufa e
na economia aumentando a demanda de produg&o e com isso geracdo de emprego e

renda.
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6 CONCLUSAO

Comparando-se o0s resultados obtidos nas trés amostras de palha,
armazenadas por tempos diferentes, verifica-se que elas apresentaram composi¢cao
guimica semelhante. Logo € possivel afirmar que o tempo de armazenamento néao é
responsavel por degradar os componentes da biomassa testada, pelo menos dentro
das condic¢des avaliadas. Além disso, os resultados obtidos na fermentacdo mostram
gue as leveduras S. cerevisiae e a K. marxianus séo capazes de consumir a glicose e
produzir etanol nas mesmas condic¢des.

Com uma palha de cana com composi¢cdo quimica semelhante a utilizada
neste trabalho seriam produzidos 16,1 litros de etanol por tonelada de cana
processada. Assim, com base nos dados da safra 2016/2017, seriam produzidos
cerca de 10,580 milhdes de m? de etanol a partir da palha. Portanto, um aumento de
38% na producéo de etanol pode ser verificado, sem necessidade de aumentar a area
cultivada. Logo, a palha da cana-de-agUcar se destaca como uma matéria-prima

importante e promissora para producéo de etanol de segunda geracgéao.
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