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RESUMO

A producdo sustentavel de bioetanol a partir de biomassa lignocelulosica é
considerada uma das alternativas mais adequadas para substituicdo do petréleo. Os
métodos atuais de producdo de etanol a partir de biomassa celuldsica, usando
conversdo biolégica, envolvem trés etapas: 1) pré-tratamento do material
lignocelulésico, o qual converte a estrutura lignocelulosica recalcitrante a
intermediarios celulésicos mais acessiveis ao ataque enzimatico; 2) aplicacdo de
coquetéis enzimaticos especiais, 0s quais hidrolisam os intermediarios celuldsicos a
acucares fermentaveis; e 3) fermentacdo para produzir etanol celulésico. Este
trabalho tem como objetivo otimizar os parametros pressao do sistema de exploséo
a vapor e concentracdo de hidréxido de sodio, empregados no pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acucar, utilizando planejamento fatorial. Primeiramente o bagaco
foi lavado com &gua a + 70°C. Empregando-se o planejamento fatorial foram
realizados os pré-tratamentos do bagaco com NaOH em diferentes concentracdes
(4%, 5% e 6%) e diferentes pressées de trabalho (1,0; 1,25 e 1,5 Kgf/lcm?). Todos os
bagacos pré-tratados foram submetidos a etapa de hidrélise enzimatica. Para a
quantificacdo de acUcar produzido utilizou-se o método de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico). Os dados estatisticos do programa de superficie de resposta
indicaram que a melhor faixa de trabalho para o processo de pré-tratamento alcalino
do bagaco de cana, ocorreu na regido de 3,3 a 4,8 de concentracao (% NaOH) e de
1,2 a 1,32 de pressdo (Kgflcm?). Isto exige, portanto, um estudo detalhado nesta
regido considerada oOtima para validacdo do modelo estatistico. Este trabalho ilustra
ainda, como a obtenc¢éo bioetanol a partir de biomassa pode ser abordado no ensino

médio para trabalhar os temas: energia alternativa e impactos ambientais.

Palavras-chave: Bioetanol; Biomassa; Cana-de-Acucar.



ABSTRACT

The sustainable production of bioethanol from lignocellulosic biomass is considered
one of the most appropriate alternatives to replace petroleum. Current methods of
producing ethanol from cellulosic biomass using biological conversion, involves three
steps: 1) pre-treatment of lignocellulosic material, which converts the recalcitrant
lignocellulosic structure to intermediate cellulose more accessible to enzymatic
attack, 2) application of enzyme cocktails special which hydrolyze cellulose to
fermentable sugars intermediate, and 3) fermentation to produce cellulosic ethanol.
This work aims to optimize the pressure parameters of the steam explosion system
and the concentration of sodium hydroxide employed in the pretreatment of bagasse-
cane, using factorial design. First the cake was washed with water at 70 ° C. + By
employing the factorial design were performed pre-treatment of bagasse with NaOH
at different concentrations (4%, 5% and 6%) and different pressures (1.0, 1.25 and
1.5 kgf/cm?). All pretreated bagasse was submitted to enzymatic hydrolysis step. For
the quantification of sugar produced, we used the method of DNS (3,5-
Dinitrosalicylic). The statistical data of surface program response indicated that the
best working range for the pre-alkali treatment of bagasse, occurred in the region
from 3.3 to 4.8 concentration (% NaOH) and 1. 2 to 1.32 Pressure (kgf/cm?). This
therefore requires a detailed study in this region considered ideal for validating the
statistical model. This work illustrates also how to obtain ethanol from biomass can
be addressed in high school to work the following topics: alternative energy and

environmental impacts.

Keywords: Bioethanol, biomass, sugar cane.
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1. INTRODUCAO

Devido & rapida industrializacdo das grandes nacdes e o real interesse em suprir a
demanda energética mundial, houve um proporcional crescimento e interesse por
fontes renovaveis de obtencéo de energia. Considerando que o petroleo é a fonte de
energia mais disponivel e abundante atualmente e que a maioria da sua producéo &
utilizada na fabricacdo de combustiveis fosseis automotivos, o desenvolvimento de
combustiveis liquidos economicamente viaveis tornou-se uma prioridade para muitas
nacdes (DA COSTA SOUSA et al., 2009). A estabilidade do preco do petréleo seu
fornecimento exclusivo apenas de alguns paises, poluicdo ambiental proveniente da
queima de combustiveis fosseis emitindo gases do efeito estufa e seu efeito nocivo
nas mudancas climaticas sao fatores que justificam o aumento no interesse por
fontes de energia renovaveis. Convenientemente a biomassa € um recurso
sustentavel, capaz de fornecer combustiveis liquidos e produtos quimicos em larga
escala e contribuir para sustentabilidade nas areas ambiental, social e econémica.
(DA COSTA SOUSA et al., 2009; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

Segundo Suarez et al. (2009, p. 768), “as pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de novos insumos basicos, de carater renovavel, para a producao
de combustiveis que possam substituir os derivados de petrdleo”. Neste sentido, a
biomassa ocupa um lugar de destaque devido sua natureza renovavel, sua grande
disponibilidade, biodegradabilidade e aquisicdo de baixo custo, além de reduzir a
emissdo de carbono no ambiente (SUAREZ et al., 2009; GOLDEMBERG, 2009).

A producgéo sustentavel de biocombustivel, como o etanol, a partir de biomassa
lignoceluldsica € considerada uma das alternativas mais adequadas. Isto porque
materiais lignoceluldsicos como residuos agricolas e florestais estdo amplamente
disponiveis, promovendo simultaneamente formas para a reducdo da emissdo de
gases de efeito estufa (DA COSTA SOUSA et al., 2009).

Existem varios compostos lignoceluldsicos que podem ser utilizados como fonte de

biomassa. No Brasil os mais abundantes sao: algoddo, bagaco de cana, casca de
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aveia, espiga de milho, eucaliyptus globulus e grandis, farelo de cevada, fibra de
coco, fibra de bananeira, folhas e foragem de milho, juta (planta fibrosa cultivada no
amazonas), madeira dura, madeira mole, palha de arroz, palha de cevada, palha de
sorgo, palha de trigo, ramie (planta fibrosa muito usada no continente asiatico), sisal
(fibra téxtil derivada do agave), talo e sabugo de milho (CANILHA, 2006; MOUTTA,
2009; DA SILVA, 2009).

Para a maioria dos paises tropicais o bagaco de cana-de-aclUcar € um dos principais
materiais lignoceluldsicos utilizados para bioconversdo em etanol, uma vez que 0s
mesmos apresentam alta concentracdo de carboidratos, baixo contetdo relativo de
lignina, fécil utilizacdo, baixo custo de colheita, transporte e armazenagem
(GOUVEIA; NASCIMENTO; SOUTO-MAIOR, 2009).

No Brasil, devido a grande quantidade de cana-de-acucar processada todos 0s anos
provenientes das industrias sucroalcooleiras sdo gerados um excedente de bagaco
e palha relacionado a quantidade de cana-de-agucar produzida. Na safra 2007/2008
houve uma geracdo de quase 140 milhdes de toneladas dessa biomassa vegetal,
gue na sua maioria € utilizado para gerar energia elétrica para a prépria industria.
Entretanto ha um excedente de 10-30% dependendo do tipo de caldeira empregada
(CANDIDO et al.,2009).

O bagaco de cana-de-aclUcar € constituido na sua parede celular de fracbes de
celulose, Hemicelulose e lignina, cuja composicao varia grandemente dependendo
da espécie, da parte da planta, condicbes de crescimento etc. A organizacdo e
interacdo entre essas trés estruturas na parede celular da planta promovem uma
propriedade natural de recalcitrancia a degradacéo biologica (DA SILVA, 2009; DA
COSTA SOUSA et al., 2009; ZHANG et al., 2007).

Os métodos atuais de producdo de etanol a partir de biomassa celuldsica, usando
conversdo biologica, envolvem trés etapas: 1) pré-tratamento do material
lignocelulésico, o qual converte a estrutura lignocelulésica recalcitrante &
intermediarios celulésicos mais acessiveis ao ataque enzimatico; 2) aplicacdo de
coquetéis enzimaticos especiais, 0s quais hidrolisam os intermediarios celulésicos a

acucares fermentaveis (glicose e xilose principalmente); e 3) fermentacdo dos
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acucares para produzir etanol celulésico (GOLDEMBERG, 2009; ZHANG et al.,
2007).

O Preée-tratamento na fase inicial de bioconversdo € necessario devido as
caracteristicas morfologicas dos materiais lignocelulésicos que apresentam estrutura
recalcitrante, o que promove dificil acesso aos agentes enziméticos e uma
consequente baixa digestibilidade da celulose (DA COSTA SOUSA et al., 2009).

Nosso grupo de pesquisa (SILVA, 2008; MORAES, 2009), estudou varios métodos
de pré-tratamentos para a deslignificacdo do bagaco de cana-de-acUcar: o pré-
tratamento com agua destilada; com hidroxido de sodio 4%; com &cido sulfarico em
varias concentragées (0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0 e 10%) com acido fosforico 4% e com
peréxido de Hidrogénio em meio alcalino. Os estudos revelaram que o melhor pré-
tratamento para a deslignificacdo do bagaco de cana-de-acucar foi o pré- tratamento

com hidréxido de sédio 4%.

O emprego de residuos lignocelulésicos, como o bagaco de cana-de-agucar, como
biomassa é interessante para a producdo de energias renovaveis, pois 0 mesmo
apresenta baixo custo, grande disponibilidade e contribui para um melhor balanco da
quantidade de carbono no ambiente. Os combustiveis fésseis provém de reservas
de carbono que estavam isoladas no subsolo e que passam a ser emitidas na
atmosfera, desequilibrando o ciclo natural do carbono. Ja a producéo de etanol por
via agricola, exige o cultivo de cultura de cana-de-aglcar, a qual usa o sistema de
fotossintese para seu desenvolvimento e capta o CO, presente na atmosfera como
fonte de carbono, antes do mesmo ser emitido na atmosfera, via combustdo dos
seus produtos. Esse processo é chamado de “sequestro de carbono”. O emprego
desta biomassa como fonte de energia renovavel é menos poluente que as de
origem fdéssil, vém de encontro ao Protocolo de Kyoto, no qual diversos paises
assumiram o compromisso de reduzir a emissdo de gases do efeito estufa na
atmosfera. Tais fatores justificam o estudo dos pré-tratamentos do bagaco de cana-

de-acucar, visando a posterior obtencao de etanol celuldsico.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo otimizar os parametros presséao do
sistema de exploséao a vapor e concentracdo de hidroxido de sodio, empregados no

pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar, utilizando planejamento fatorial.
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2. O EMPREGO DA BIOMASSA NA GERACAO DE ENERGIAS
RENOVAVEIS

Segundo Goldemberg (2009), carvao, petréleo e gas natural sdo combustiveis
fésseis que dominaram a producdo de energia no século 20, representando ainda
cerca de 80% de toda energia produzida no mundo no inicio do século 21.

Surgiram com grande forga no inicio do século 21, novas formas de substituicdo dos
combustiveis fésseis impulsionadas por motivos como: a ameaca de escassez
energeética, a instabilidade de precos e o fornecimento desuniforme do petrdleo e a
necessidade de sanar ou suavizar os efeitos das mudancas climéaticas causadas
pela acdo do homem, especialmente pelas emissdes de CO,, metano e oxidos de
nitrogénio (GALEMBECK; BARBOSA; SOUSA, 2009).

No Brasil a biomassa seria um substituto natural para o petréleo, sendo necessario
para esta substituicdo apenasl% da massa produzida anualmente no pais, o que
nao afetaria a producao de alimentos e nem causaria devastacédo ou qualquer forma
de agressao as florestas (SILVA, 2008).

De acordo com Goldemberg (2009, p. 583) “o recente interesse na energia de
biomassa tem dado énfase em aplicacBes que produzem combustiveis liquidos para
o setor de transportes (biocombustiveis)’. Neste setor, existe atualmente uma
grande preocupacao quanto ao futuro da oferta global de petréleo e quanto as novas
opcoes de combustivel disponiveis. Neste contexto, os biocombustiveis representam

a melhor opgao de uso de energia de biomassa.

A importancia da biomassa como fonte de energia € evidente e projecbes para o
futuro indicam que ela representara no fim do século 21, 10 a 20% de toda energia
usada no mundo (GOLDEMBERG, 2009).

No Brasil, a biomassa lignocelulosica para a producdo de biocombustiveis apresenta
uma série de residuos agricola tais como: palhas, caules, cascas, pedunculos,

madeiras coniferas e folhosas, residuos das industrias de polpa e papel e colheitas
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herbaceas. A tabela 1 mostra algumas biomassas produzidas no Brasil e sua
composicao; (DA SILVA, 2009, p. 31).

Composto Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
lignocelulésico
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bagaco 32-48 19-24 23-32
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de trigo 33-38 26-32 17-19
Palha de arroz 28-36 23-28 12-14
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

Tabela 1: Composicdo fracionaria de alguns compostos lignocelulésicos (In:
DA SILVA, 2009; p. 31).

Segundo Zhang et al. (2007) a transi¢cdo da economia de combustiveis fosseis para
a de combustiveis renovaveis ird inevitavelmente acontecer num futuro muito
préximo, devido ao esgotamento das reservas de combustiveis fosseis e ao acimulo

de gases do efeito estufa na atmosfera.
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3. O EMPREGO DOS RE$I'DUOS AGROINDUSTRIAIS DE CANA-DE-
ACUCAR COMO MATERIA-PRIMA LIGNOCELULOSICA

Segundo Da Silva (2009), a industria sucroalcooleira tem crescido muito nos ultimos
anos e com isso tem aumentado a geracao de residuos agroindustriais como palha e
bagaco de cana-de-agucar. Tais residuos sdo materiais abundantes e de baixo custo
(SILVA, 2008).

O bagaco e a palha de cana-de-acUcar representam em média 14% da planta, ou
seja, um total de 280 kg de material lignocelulésico por tonelada de cana processada
(140kg de palha e 140Kg de bagago chamada de matéria seca). Na safra 2008/2009
acumulou 130 toneladas desses residuos (DA SILVA, 2009).

A palha deixada no solo ap6s colheita mecanizada da cana (figura 1) tem a
finalidade fertilizante, pois, retorna os nutrientes via processo de mineralizacao,
controla 0s processos erosivos, estabelece maior retencdo de agua no solo e

proporciona aumento na microbiota do solo (DA SILVA, 2009).

> W T S

Figura 1 — Palha deixada no solo apés a colheita de cana crua (sem queimar).
(In:  http://Iwww.colheitamecanizadacanacrua.com.br; acesso em
22/07/2010).
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Um problema citado por Da Silva (2009) é que a palha queimada no campo, durante
a colheita, gera fuligem e CO,, os quais sdo despejados em grande quantidade na
atmosfera. O CO, contribui para o aumento do efeito estufa e as fuligens, que
chegam as cidades e pousam no chdo na forma de finos flocos escuros, causam

sérios problemas respiratorios na populacdo exposta.

A industria sucroalcooleira utiliza o bagago de cana-de-agUcar através de sua
gueima por meio de caldeiras para gerar energia elétrica, por ndo oferecer custos de
transporte e encontrar-se disponivel em grande quantidade, geralmente em montes
acumulados no pétio da industria (figura 2). A queima de 6,5 toneladas de bagaco
gera 1IMWh de energia (DA SILVA, 2009).

Figura 2 — Quantidade de bagaco de cana-de-actucar acumulado na industria
(In:  http://lcolunadosardinha.files.wordpress.com acesso em
22/07/2010).

Segundo SILVA (2008), a geracao de energia por queima do bagaco causa poluicao,
devido a grande quantidade de CO, emitido na atmosfera. Para evitar este tipo de

impacto ambiental, a producao biotecnoldgica de etanol, a partir do bagaco de cana-
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de-aclcar, seria uma via alternativa de uso deste residuo agricola, resultando em
um produto de maior valor agregado. Nas Ultimas safras foram produzidos mais de
10 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-acucar, no qual 6 a 10% desse total
ndo tem destinacdo apropriada. Desta forma, este excesso de material

lignocelulésico poderia ser empregado na producao de bioetanol.

3.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO BAGAGO DE CANA-DE-
ACUCAR

O bagaco de cana-de-acucar é um material lignoceluldsico constituido basicamente
por trés polimeros: celulose (polimero de glicose), hemicelulose (cadeias ramificadas
de acUcares, na maioria aldopentoses, principalmente xilose) e lignina (polimero de
fenilpropano), na proporgéo aproximada de 50:30:20 respectivamente (WYMAN et
al., 2005; SILVA, 2008; MOUTTA, 2009).

A celulose (figura 3) € um biopolimero linear de glicose, cujas unidades glicosidicas
sdo unidas por ligagcées (-1,4 (ZHANG, 2008), o que permite as moléculas de
glicose uma disposicédo de 180° entre si. Esta disposicdo no espacgo torna a cadeia

de celulose uma macromolécula linear (MOUTTA, 2009).

¢H _--OH
HoC OH- OH
-0 0-----HO o HC g HO 5
HO © 0 mof o
OH CH,OH OHl CH,OH
OH OHI

Figura 3 — Estrutura da cadeia celulésica (In: ZHANG, 2008, p. 370)
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Segundo Da Silva (2009), uma cadeia de celulose pode conter mais de 15.000
unidades de glicose.

Os varios grupos hidroxilas (OH) presentes na estrutura da celulose permitem que
ligacdes de hidrogénio inter e intramolecular (figura 3) ocorram entre as cadeias,
formando regibes cristalinas. Este tipo de interacdo entre as cadeias possibilita a
formacao de micro-fibrilas com alto grau de cristalinidade. Entretanto, em algumas
regides dessas fibrilas que serdo formadas, ocorrem irregularidades das interacoes,

gerando entdo as regides amorfas na rede cristalina (MOUTTA, 2009).

As regides cristalinas da celulose tornam a mesma altamente resistente a hidrolise
acida, alcalina ou enzimatica (DA SILVA, 2009).

A hemicelulose, também chamada de poliose, € uma mistura de diferentes
polissacarideos, cuja composicdo depende do tipo de planta (SILVA, 2008). As
polioses sdo geralmente formadas com um grau de polimerizagdo com variagao
entre 100 a 200 unidades de repeti¢édo, atingindo no conjunto uma massa molecular
bem menor que a da celulose (MOUTTA, 2009). As hemiceluloses sédo classificadas
em xilanas, glucomananas e galactanas, conforme os acucares presentes na cadeia
principal do polimero (DA SILVA, 2009). A hemicelulose do bagaco da cana consiste
principalmente de xilanas (figura 4), um homopolimero unido por ligagbes 3-1,4 de
xilose, podendo apresentar arabinose, galactose, acido 4-O-metilglucurdnico e
grupos acetilados ligados a cadeia principal (SILVA, 2008; DA SILVA, 2009).

i
=0
M, 0 of o) ° 0 Ho o
HO HO
HO o O  Ho o 9] 0 o 0
-1,4 _
P HO 0= L
?—O CHs (IZ—O
CHs HO d CHs
_0
HsC
HOOC

Figura 4 — Estrutura da O-acetil-(4-O-metilglucurénico)-xilana (In: SILVA, 2008,
p. 7).

Como apresenta uma combinacgdo de varios aglcares e possui grande parte de uma

estrutura molecular amorfa, a hemicelulose é mais sollivel em agua e apresenta
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maior facilidade para ser degradada que a celulose. Nos materiais lignocelulésicos
funciona como uma fase adesiva na estrutura do material, estando intimamente
ligada a celulose e a lignina (DA SILVA, 2009).

A lignina (figura 5) € uma macromolécula amorfa, altamente complexa e ramificada
tridimensionalmente, que resulta da condensacédo dos alcoois hidroxicinamilicos: p-
cumarilico (A), coniferilico (B) e sinapilico (C) (figura 6) (SILVA, 2008; DA SILVA,
2009).
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Figura 5 — Estrutura proposta para a lignina (In: SANTOS et al., 2001, p. 5).
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Figura 6 — Alcoois precursores da lignina: A — alcool p-cumarilico; B — alcool
coniferilico; C — alcool sinapilico (In: FIALHO, 2010, p. 364).

A lignina aumenta a resisténcia mecéanica das plantas, atuando como um agente de
endurecimento e protegendo a parede celular contra o ataque enzimatico de
microorganismos (SANDGREN; STAHLBERG; MITCHINSON, 2005).

Os materiais lignocelulésicos podem conter ainda extrativos organicos como: acidos
graxos, ceras, alcaldides, proteinas, fendlicos, acucares simples, pectinas, gomas,
resina, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 6leos essenciais. Estes compostos
podem ser extraidos por solventes apolares ou polares (DA SILVA, 2009).

A celulose, hemicelulose e lignina, sdo os principais componentes da parede celular

das plantas e juntas formam uma estrutura complexa e rigida (figura 7).
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Figura 7 — Estrutura recalcitrante do material lignocelulésico, o qual é
composto por celulose, hemicelulose e lignina (In: ZHANG, 2008,
p. 370)

3.2 PRE-TRATAMENTO DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A complexa estrutura do material lignoceluldsico é que confere a esta biomassa
resisténcia a degradacdo quimica e biologica (ZHANG, 2008). Segundo Da Silva
(2009, p. 38), “a eficiente redugdo desta estrutura recalcitrante dos materiais
lignocelulésicos e a liberagdo dos polissacarideos estdo entre uma das mais
importantes e urgentes nas areas de pesquisa e desenvolvimento para a industria do

etanol celuldsico”.

Embora a recalcitrancia do material lignocelulésico tenha sido atribuida a fatores
como o grau de polimerizacdo e cristalinidade da celulose e area superficial
acessivel, duas sdo as causas principais de resisténcia desta biomassa a hidrélise

enzimatica: 1) baixa acessibilidade as fibras celulésicas micro-cristalinas, a qual
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impede a acgdo eficiente das celulases, e 2) presenca de hemicelulose e
principalmente de lignina na superficie da celulose (figura 8), que impede a celulase
de acessar o substrato eficientemente. (ZHANG, 2008; DA SILVA, 2009)

' Celulose

Lignina

_ = Hemicelulose

Figura 8 — Complexo lignocelulésico (In: SILVA, 2008, p. 9).

Neste complexo lignoceluldsico, a hemicelulose esta ligada por ligacdes covalentes,
sendo que uma destas ligacdes ocorre entre a lignina e o acido glucurdnico ligado a
xilana. Com as fibras de celulose a hemicelulose se liga por ligacées de hidrogénio
(ZHANG, 2008).

Para eliminar a recalcitrancia dos materiais lignocelulésicos torna-se necessario um
pré-tratamento para romper a parede celular, bem como diminuir a cristalinidade da
celulose e a associacdo com a lignina, permitindo assim, que as enzimas hidroliticas
tenham maiores acesso a macroestrutura da biomassa, resultando em uma
conversao da celulose em glicose mais eficiente (DA SILVA, 2009; WYMAN et
al.,2005).
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Neste pré-tratamento os trés constituintes da fitobiomassa sao fracionados (figura 9),
levando a um consequente aumento da suscetibilidade da celulose ao ataque
enzimatico (SILVA, 2008).

Lignina

Celulose
/ o

Pré-tratamento ” *
> \.) %

4 L ]
\ Hemicelulose

Figura 9 — Fracionamento dos constituintes da biomassa ap6s pré-tratamento
(In: Silva, 2008, p. 10).

Para a etapa de pré-tratamento tém sido propostos varios processos, destacando-se
0s processos fisicos quimicos e biolégicos ou uma combinacdo dos mesmos (DA
SILVA, 2009).

RAMOS (2003) descreve varios metodos de tratamento fisico e quimico para a
deslignificacdo de materiais lignocelulésicos. Contudo, o autor salienta que a melhor

opcéo de tratamento € aquela que combina os dois métodos, o fisico e o quimico.

Segundo WYMAN et al (2005), pré-tratamentos com acido sulfarico diluido e com

hidroxido de célcio estéo entre as op¢des mais promissoras.

REYES et al. (1998) empregaram tratamentos quimicos como clorito de sédio e
peréxido de hidrogénio para diminuir o teor de lignina da casca de arroz e facilitar

posterior hidrélise enzimatica por celulases.
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O trabalho de DA COSTA SOUSA et al. (2009) descreve que uma grande variedade
de tecnologias para o pré-tratamento de material lignoceluldsico estdo disponiveis
hoje em dia, podendo ser processos fisicos, quimicos ou biolégicos. De acordo com
0S pesquisadores, entre 0s processos citados, 0s pré-tratamentos quimicos (acido,
alcalino e oxidativo) sado considerados 0s mais promissores para o futuro das

biorefinarias.

CANDIDO et al. (2009) fizeram um estudo comparativo de pré-tratamentos do
bagaco de cana. Foram testados trés diferentes tipos de pré-tratamentos, a explosao
a vapor, a auto-hidrolise por impregnacao com vapor e um tratamento biolégico com
xilase. Os resultados preliminares mostraram a eficiéncia dos pré-tratamentos na
remocao da lignina e hemicelulose. O estudo indicou ainda, que somente uma etapa
de pré-tratamento ndo é suficiente, sendo necessario um processo complementar.
Este fato foi evidenciado pelos resultados da hidrélise enzimatica do mateiral tratado
por explosdo a vapor, que apresentou maior concentracdo de glicose quando o

material foi tratado juntamente com NaOH (hidroxido de sédio).

ZHANG et al. (2007) descrevem um novo tipo de pré-tratamento do material
lignocelulésico empregando condi¢cdes reacionais suaves (50 °C e presséao
atmosférica), usando um solvente celulésico ndo volatil (&cido fosférico concentrado)
e um solvente organico altamente volatil (acetona) e 4gua. Segundo os autores, 0
alto rendimento de acgUcares depois da hidrolise enzimatica € atribuido a néo
degradacdo do acucar durante o fracionamento e a alta digestibilidade enzimética da

celulose (~ 97% em 24h) durante a etapa de hidrdlise.
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4. HIDROLISE ENZIMATICA DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Para a obtencdo de agucares redutores a partir do bagaco de cana-de-acglcar preé-
tratado, € necessario a hidrolise da celulose presente nessa biomassa (DA SILVA,
2009). Para que ndo haja formacédo de produtos inibitérios na posterior etapa de
fermentacdo e producao de etanol, a reacdo de hidrdlise € catalisada por enzimas
especificas, (enzimas celuloliticas), geralmente um complexo enzimatico constituido
de celulases (figura 10) e xilanases (MORAES, 2009).

Figura 10 — Estrutura tercearia da celulase de Trichoderma reesei (modelo de
fita) (In: Silva, 2008, p. 12).

A celulose encontrada na parede celular de vegetais, apresenta regides cristalinas,
bem estabilizadas por ligagGes inter e intra moleculares (figura 3), sendo mais
resistentes a degradacdo biolégica, enquanto outras regibes menos organizadas
ditas regibes amorfas, (figura 11), sGo mais suscetiveis ao ataque de enzimas (DA
SILVA, 2009).
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Figura 11 — Regibes cristalinas e amorfas na fibra de biomassa vegetal (In:
RUBIRA et al, 2009, p. 666).

Para uma efetiva hidrélise da celulose precedente de biomassa vegetal em acgUcares
de baixo peso molecular € necessaria a acao de complexos enzimaticos, 0os quais
tém se mostrado efetivos na sacarificagdo da celulose (DA SILVA, 2009; MORAES,
2009).

A conversdo enzimatica da celulose em glicose é uma dificil tarefa devido a
cristalinidade do substrato, porém complexos de enzimas produzidos por
microrganismos se mostram capazes de catalisar a reacdo de hidrélise. Essa
conversdo dar-se-4 pelo sinergismo de acdo das enzimas celulases, estando
envolvidos pelo menos trés grupos principais: 1) Endoglucanases (B-1,4-glicano-
glicanoidrolase), as quais sdo responsaveis por dividir aleatoriamente a cadeia da
celulose, possibilitando a formacdo de cadeias menores de celotriose, celobiose e
glicose; 2) Exoglucanases (B-1,4-glicano-celobioidrolases), as quais agem nas
extremidades nao redutoras das cadeias, produzindo fragGes de celobiose ou
glicose, e por fim 3) Glicosidases (B-glicosidases), as quais convertem as moléculas
de celubiose em duas moléculas de glicose, com a finalidade de eliminar a inibicao
da atividade das celulases pelo acumulo de celobiose (REYES; PERALTA-
ZAMORA; DURAN, 1998; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006)
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A figura 12 representa o trabalho mutuo das enzimas para a converséo de celulose

em glicose.
e e ZprSR :
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Figura 12 — Representagcdo da conversdo enzimatica de celulose em glicose
por enzimas celulases (In: DA SILVA, 2009, p.46).

Segundo Da Silva (2009), o fungo Trichoderma reesei € 0 microorganismo mais
empregado para a producao de celulases. Contudo, por apresentar baixa produgéao
de B-glicosidase, a conversao de celobiose a glicose pode ser restringida, o que
pode levar a inibicdo da atividade das celulases pelo acumulo da celobiose. Assim,
um suplemento de [-glicosidase, obtido a partir do fungo Aspergillus sp, é
necessario para reduzir o efeito inibitorio da celobiose nas celulases e por

consequéncia, aumentar o rendimento de conversao de celulose em glicose.
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5. BIOETANOL: UM TEMA PARA O ENSINO DE ENERGIAS
ALTERNATIVAS, VISANDO A RESOLUCAO DE IMPACTOS
AMBIENTAIS

E de crucial importancia usar fatos do cotidiano para o processo de ensino e
aprendizagem, principalmente no estudo das ciéncias. Novos trabalhos tomam como
desafio relacionar os assuntos estudados com a vida cotidiana, n&o se restringindo
apenas na abordagem de um tema especifico e formal, mas sim, usando meios para
gue a ciéncia deixe de ter, na mentalidade do aluno uma forma abstrata e se torne
uma ferramenta sélida e demonstrativa para entendimento da tecnologia e avancos
cientificos. O ndo uso destas relacdes cotidianas gera uma apatia por parte do
aprendiz, levando ao distanciamento e a dispersao entre eles, promovendo um total
prejuizo no aprendizado e desgaste principalmente dos professores (VALADARES,
2001).

E importante que as escolas relacionem assuntos do cotidiano para que os alunos
desenvolvam uma consciéncia critica e melhore a qualidade de seu ambiente, e em
consequéncia a sociedade. Dessa forma, a escola usa de suas ferramentas como:
linguagem especifica, procedimentos e sistema de conceitos para arquitetar um
aprendizado concreto e fornecer um exercicio também para a vida e ndo sé para o
trabalho (CANELA, RAPKIEWICZ, DOS SANTOS, 2003).

A obtencéo de bioetanol, abordado nesse trabalho, esta relacionado com o cotidiano
da populagéo no que se refere a aquisicdo de uma forma de energia alternativa, que
€ uma grande preocupacéo futura no quadro energético do Brasil e do mundo. Desta
forma, a obtencédo de bioetanol a partir de biomassa pode ser abordada no ensino
médio como uma forma de obtenc&o de energia alternativa que tem o objetivo de
minimizar impactos ambientais, além de poder trabalhar também o tema energia

renovavel e nao renovavel.

E possivel salientar para os alunos do ensino médio que as principais fontes de
energia renovaveis sao: carvao vegetal, etanol (alcool), biogas, biogas de sintese,
biodiesel e bi-6leo, pode-se ainda abordar temas referentes a processos de
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obtencdo e composicdo quimica desses compostos (OLIVEIRA, GOUVEIA,
QUADROS 2009). Pensando de forma multidisciplinar é possivel tomar assuntos
como: biomassa, fermentacdo e biogas, e relaciona-las com a biologia e falar de
temas como: classificacdo dos reinos, tipos de microrganismos (fungos, bactérias,
etc.), respiracdo celular (via aerGbica e anaerdbica), desenvolvimento das plantas
(fotossintese, classificacdo dos vegetais).

Ja com as fontes de energias ndo renovaveis como carvao e o petréleo, pode ser
elencado a infinidade de produtos que podem ser obtidos destas fontes como:
gasolina, diesel, gas natural, querosene, 6leos lubrificantes, parafina e asfalto, todos
de grande importancia para a sociedade (DAZZANI et al., 2003).

Essas fontes esgotaveis de energia também podem trazer tépicos de estudo para o
ensino médio como: surgimento dos minérios (carvdo mineral, Xxisto, etc),
craqueamento do petréleo, diferentes formas de separacdo de misturas (destilacéo,
destilacdo fracionada, filtracdo, peneiramento, etc.), propriedades dos
hidrocarbonetos, densidade, demonstrando assim, a vastiddo de conteiddos que

podem ser abordados em na sala de aula tendo com o tema energia ndo renovavel.

E possivel fazer pontes com outras matérias tais como: Historia e Geografia, pois o
tema fontes ndo renovaveis de obtencdo de energia também est4 presente na
Revolucado Industrial (surgimento do carvdo mineral e petréleo), na Segunda Guerra
Mundial (desenvolvimento de novas fontes de energia), na economia regional
movimentada por minérios, na destruicdo do meio ambiente causada por extracao
de minérios. Enfim, as fontes renovaveis e ndo renovaveis estdo presentes em todos
0S niveis da sociedade e da historia do mundo e séo diversos os exemplos para

auxiliar no processo ensino-aprendizagem das matérias do nivel de ensino médio.

Confrontando as formas de exploragdo de energias renovaveis e nao renovaveis,
pode-se listar alguns impactos ambientais gerados pelas fontes ndo renovaveis. A
gueima dos combustiveis fésseis, por exemplo, tem maior balanco na emissdo de
diéxido de carbono (CO,), o principal causador do efeito estufa. Ja o langamento de
particulas derivadas da queima do petroleo provoca um aumento da poluicdo

atmosférica e a ocorréncia de chuvas acidas (SANTOS, PINTO, 2009).



34

Conteudos como impactos ambientais, sdo de grande interesse para a
aprendizagem, pois permite que o aluno entenda e conhega as transformagdes que
acontecem em seu meio, criando uma necessidade de conservacéo e preservagao
do meio ambiente e evoluindo assim seu senso critico como cidadédo (MAIA et al,
2005).

Na questdo de Quimica Ambiental para a abordagem de temas como a preservacao
e o entendimento do Meio Ambiente o estudo das ciéncias, (Biologia, Quimica,
Fisica e Matematica) deve ser postos em pratica através de experimentos que
auxiliem o entendimento dos problemas reais e ambientais, adquirindo carater
multidisciplinar e demonstrando exemplos do dia-dia (CARDOSO; MACHADO;
PERREIRA, 2008).

Um experimento simples que pode ilustrar um fendmeno ambiental do dia-a-dia e
que pode fazer uma ponte com temas da quimica estudados no ensino médio é a

chuva acida e o efeito estufa.

5.1 CHUVA ACIDA

s

O fenbmeno da chuva acida € um tema quimico social causado pela inddstria
carbonifera. O ser humano no mundo consumista em que vive, estd sujeito a
vivenciar problemas relacionados ao extrativismo, como rejeitos poluentes e
doencas relacionadas. Isso é um tema gerador de discussao que pode ser levado a
dentre sala de aula para debate e desenvolver solucbes para problemas reais locais.
A chuva &cida é causada pela poluicdo da atmosfera, por particulas como oxidos de
enxofre (SO, e SO3) e 6xidos de nitrogénio (N.O, NO e NO,) liberados na queima de
combustiveis fosseis e chaminés industriais. Esses 6xidos reagem com a agua da
chuva formando acidos fortes e aumentando a acidez da agua, proporcionando
varios problemas para as plantas, animais, solo, agua, constru¢cdes, monumentos
histéricos e consequentemente para toda a sociedade (COELHO, MARQUES,
2007).
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A inclusdo do tema de chuva &cida ja é rotineiramente utilizada no ensino médio,
para abordar conceitos de acidez e basicidade. Maia et al (2005), propdem
juntamente com o tema de chuva acida, a aprendizagem e o estudo de equilibrio
quimico através de um experimento simples, onde se promove uma atmosfera de
NO, e N;O4 alguns dos gases responsaveis pela chuva acida, dentro de um
recipiente, o qual fornece ou retira-se calor (energia), deslocando assim o equilibrio

da seguinte equacao quimica, figura 13.

2 NO2 (9) N204 (9)
Vermelho-tijolo Incolor

Figura 13 — Equilibrio quimico de alguns gases responséaveis pela chuva acida
(In: MAIA et al, 2005, p.45).

Para a demonstracdo de equilibrio quimico propfe-se a seguinte pratica descrita

abaixo.

5.1.1 Experimento da Chuva Acida e Equilibrio Quimico

Em um frasco de vidro com tampa (azeitona, maionese ou palmito) adicione um fio
de cobre de 1cm de comprimento, com 2-5mm de didmetro e acrescente 1,5 mL de
acido nitrico concentrado (HNO3), pode-se usar um conta gotas (1,5mL equivale
aproximadamente a 30 gotas) . Apos fechado o frasco observa-se a formacgéo de um
gas castanho avermelhado o dioxido de nitrogénio (NOy), que entra em equilibrio

com outro gas, porém incolor o tetroxido de dinitrgénio (N2O4).

Instituido o equilibrio, a retirada ou adi¢do de calor do sistema através de banho de
gelo (0°C) e agua fervente (100°C), consegue-se deslocar o equilibrio da reacao,
representando a Lei de Le Chatelier. O deslocamento é visualmente observado pelo

avivamento ou abrandamento da coloragéo castanho avermelhado.
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Ao retirar calor (energia) do sistema, a reacdo desloca no sentido exotérmico e o
interior do vidro fica menos avermelhado, aumentando a concentragdo de NyOg)

(figura 14). Portanto, o sentido do equilibrio favorece a producédo de tetradxido de
dinitrogénio (N2Oy).

(banhofrio) — 2NO, (@ <=7 N0s@  AH<O
Vermelho-tijolo Incolor

Figura 14 — Deslocamento da reacado para a direita

Ao fornecer calor (energia) ao sistema, a rea¢édo desloca no sentido endotérmico e o
interior do vidro fica mais avermelhado, aumentando a concentragdo de NOjy

(figura 15). Portanto, o sentido do equilibrio favorece a produgdo de dioxido de
nitrogénio (NO,).

(banho quente) 2NO, (@) < ——x= N,04() AH>0

—>
Vermelho-tijolo Incolor

Figura 15 — Deslocamento da reacao para a esquerda

A figura 16 mostra a influéncia da temperatura no sistema de equilibrio quimico
estudado.
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Figura 16 - Influéncia da temperatura diante o equilibrio: (A) sentido
exotérmico (banho de gelo - reducdo da temperatura) (B)
sentido endotérmico (banho de agua fervendo - elevacédo da
temperatura)

Na demonstracdo de chuva &cida, utiliza-se uma garrafa de refrigerante de 2 litros
descartavel de preferéncia transparente para coletar o gas no interior do vidro.
Aperta-se a garrafa para que saia pouco do ar de seu interior e em um lugar arejado
abre-se o vidro contendo o gas em equilibrio, acopla-se a garrafa ao vidro e coleta-
se 0 gas. Com um borrifador contendo agua (borrifador tipo de cabeleireiro ou de
desodorante), borrifar algumas vezes agua dentro da garrafa. A agua em contato
com o NO; leva a formacao de &cido nitrico (HNO3), aumentando a acidez da agua.
Um papel tornassol azul pode ser colocado dentro da garrafa contendo apenas o

gas e outro apos a adicdo de agua, para consolidar a formacgéo da chuva acida.

A figura 17 mostra os passos do experimento para a realizagdo de demonstracdo da
chuva &cida.



38

Figura 17 — Experimento de demonstracdo de chuva acida: (A e B) coleta de
gas do vidro; (C) adicdo de agua para a formacdo de acido; (D)
papel tornassol antes da coleta do gas; (E) papel tornassol depois
da adicao da agua.

O experimento estudado propbe o estudo de equilibrio quimico e conceitos de
acidez e basicidade. As reacfes quimicas ao decorrer do experimento também séo
de grande importancia para o entendimento dos temas. As reacfes estdo descritas

na figura 18.
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(A) 3Cus) + 2NO3 (ag) + 8H+(aq) — 3CU2+(aq) + 4H0() + 2NOyg
(B)  2NO(g) *+ Oz — 2NOx(

(C)  2NOzg = N2O4y

vermelho tijolo  incolor

(D) 2NOsz) + H20¢) — HNO2aq) + HNOs(aq)
(E)  2HNOs@q) + Oz(aq) — 2HNOs(q)

Figura 18 — Reacdes do experimento de chuva acida.

A reacdo acontece no frasco de vidro quando € adicionado acido nitrico ao fio de
cobre. O mondxido de nitrogénio (NO), formado pela reacdo do fio de cobre com
acido nitrico (A), reage com o oxigénio do ar presente dentro do frasco, e oxida
formando diéxido de nitrogénio (NO;) (B). O diéxido de nitrogénio (NO;) formado na
etapa anterior entra em equilibrio com o tetradxido de dinitrogénio (N.O4) (C). Na
representacdo de chuva acida na garrafa de plastico, a agua entra em contato NO,
gasoso para formar acido nitrico (HNOg3) e &cido nitroso (HNO;) (D). Este ultimo

reage com o oxigénio dissolvido na agua, formando também &cido nitrico (E).

5.2 EFEITO ESTUFA

Problemas gerados pelo aquecimento global estdo muito proximos e cada vez mais
perceptivos pela sociedade, produzindo consequéncias como: elevacdo do nivel dos
mares; novos padrdes no regime de ventos, pluviosidade e circulacdo dos oceanos;
aumento da biomassa terrestre e oceanica; modificacbes profundas na vegetacao;
aumento na incidéncia de doencas; proliferacdo de insetos nocivos ou vetores de
doencas, dentre outras. Em virtude desses problemas causados pela poluicdo, ha
necessidade de debater o tema de aquecimento global e efeito estufa no ensino
médio. E preciso entender que certos gases como vapor d’agua, dioxido de carbono
(COy,), 6xidos de nitrogénios (N,Oy), metano (CH,), e outros, acumulam na atmosfera
e retém o calor emitido pelo Sol, aumentando a temperatura da na superficie da

Terra. E preciso salientar também que se ndo houvesse esses gases na atmosfera,
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a temperatura da Terra seria em média 30°C menor e ndo existiria vida como se
conhece hoje. O Sol emite radiacdo que em parte € absorvida pela matéria na
superficie da Terra. Essa radiacdo € convertida e emitida novamente para a
atmosfera em forma de radiacdo infravermelha (menos energética). Devido a um
grande acumulo de gases do efeito estufa essa radiacdo devolvida fica aprisionada,
devido a absorcao da radiacéo infravermelha por esses gases. Tal absor¢do provoca
outra emissdo de radiacdo novamente para a superficie terrestre. Essa energia
aprisionada causa um aumento da temperatura na superficie-troposfera, figura 19
(NERES DA SILVA et al., 2009).

Aumento da
temperatura
nessaregiao

Figura 19 - Efeito estufa, gases do aquecimento global. (In: http:/
www.petvale.com.br).

O problema acontece devido a um aumento excessivo dos gases responsaveis pelo
efeito estufa na atmosfera, por causa das atividades humanas. Consequentemente
ha também um proporcional aumento do efeito estufa e um aquecimento global do
planeta (TOLENTINO; ROCHA-FILHO, 1998).

7

Estudando os gases do efeito estufa € possivel levar o tema para a
multidisciplinaridade, questionando quais suas fontes geradoras. Estes gases sao
provenientes da industria, do ambiente doméstico, da combustdo de varios
compostos, da respiracdo celular, da decomposicdo de matéria organica, da acéo

microbiana e etc.
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Segundo Neres da Silva et al. (2009), livros distribuidos para o ensino médio tratam
do assunto do efeito estufa, relacionando quimica e o meio ambiente. Os temas
abordados séo: composicdo da atmosfera, célculo de formulas, estudo dos gases,
leis de transformac®es, estrutura da matéria, impactos e quimica ambiental. Porém,
0 autor sugere para um estudo mais detalhado do fendbmeno a explicagcdo da
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, através de conceitos de
absorcdo e emissdo, onde as diferentes formas de radiacdo mais energéticas
(eletromagnética) sao absorvidas pela matéria e transformadas em radiacdo menos
energéticas (infravermelho), que é devolvida para a atmosfera (emissdo). Nessa
regido gases tais como CO;, H,O, Oz, CH4, SOy e N,Oy, absorvem a radiagdo
infravermelha emitida pela matéria da superficie tendo participacdo no efeito estufa.
Esses gases absorvem a radiacdo infravermelha e sofrem uma vibracdo de seus
grupos atbmicos figura 20, provocando assim o aumentado do movimento da

molécula e sua energia interna onde se libera calor.

H +
| iacs Hs 6
CH Radiacdo Infravermelha . Y
H Y H™
H ¥ T

Ha formacao de dipolos momentaneo

2

Radiacio Infravermelha S5 5 &
0=C=0 ' v > O——C—0

Figura 20 — Efeito da radiacéo infra vermelho nos gases estufa. (In: NERES DA
SILVA et al., 2009 p.271)

Entendimento da radiacdo ultravioleta, visivel, infravermelho e componentes que
envolvem a energia de uma molécula é de grande importancia para aprofundar o
tema efeito estufa, atuando como pré-requisitos para o estudo do mesmo. (NERES
DA SILVA et al., 2009).
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Segundo Goi (2009), experimentos auxiliam na demonstragdo da poluicao
atmosférica, o autor propbe combustdes de diferentes materiais com o intuito de
relatar a origem de alguns gases do efeito estufa produzidos pela sociedade, e
conscientizar o aluno da poluicdo causada no ambiente que ele vive. O autor propde
praticas para que o aluno pesquise sobre o assunto organize suas ideias, crie

hipoteses e sugira resolu¢des para problemas do dia-dia.

Uma das praticas é a queima de carvao com 0Oleo, queima de papel umedecido com
alcool e gasolina, observando os gases desprendidos. Uma segunda pratica seria a
queima, em recipientes separados de alcool e gasolina, coletando os gases com
algodao umido para depois ser feito teste de pH. Para este teste o algodao utilizado
na coleta dos gases deve ser mergulhado em agua para solubilizar as substancias
formadas e em seguida ser feita a medida do pH da agua.Uma terceira pratica seria
a gqueima de enxofre em recipiente fechado para formacao de 6xidos de enxofre que
em presenca de agua gera acido sulfurico. Todas essas substancias podem ser
gueimadas em lugares propicios com seguranca e de maneira correta, sempre
orientada pelos professores, com o intuito de mostrar a poluicdo causada pelas
combustbes diarias provocadas, por exemplo, pelos veiculos e comprovar a emissao

de particulas poluidoras.



6. MATERIAIS E METODOS

6.1 EQUIPAMENTOS

- Agitador de tubo de ensaio (Phoenix)

- Agitador magnético/Chapa aquecedora TE — 085 — (Tecnal).

- Agitador mecanico (Fisatom 713).

- Autoclave vertical (Phoenix).

- Balanca analitica (Gehaka, BG 1000).

- Balanca semi-analitica (modelo: B-tec-1300)

- Bico de bunsen.

- chapa aquecedora (Fisatom 503)

- Espectrofotometro (Tecnal/Fentom 700 Plus).

- Estufa (Tecnal-397/4).

- Estufa para cultura Bacterioldgica (Tecnal TE-398/2).
- Micropipeta (Lab Mate, vol. 0,50 — 5 mL).

- Micropipeta (Lab Mate, vol. 100 — 1000 pL).

- Peneira de 100 mesh (Bertel Ind. Metalurgica Ltda).
- Peneira de 60 mesh (Bertel Ind. Metallrgica Ltda).
- pHmetro digital (Tecnal).

- Termémetro (Icoterm — 635).
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6.2 REAGENTES

- Acido 3,5 - dinitro salicilico (Vetec).

- Acido citrico (Carlo Erba).

- Agua destilada.

- Bagaco de cana-de-acucar cedido pela Usina Cocal de Taruma-SP.
- Celulase de origem microbiana Trichoderma reesei-Novozymes A/S (NS
50013).

- Citrato de sédio (Vetec).

- Glicose (Vetec).

- Hidroxido de sodio (Quimex).

- Indicador universal (Merck).

- Solucao indicador sal sodico vermelho de metila

- Solucéo hidroxido de sodio 4, 5 e 6%

- Solucao indicador fenolftaleina

- Solucao HCI 0.1%

- Sulfito de sédio (Synth).

- Tartarato de sédio e potassio. (Chemco)

6.3 MATERIAIS

- Baldo Volumétrico de 1000, 200, 50 mL

- Bastao de vidro.

- Béquer de 2000, 1000, 600, 250 e 100mL.
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- Boneca (algodéo papel aluminio e fita adesiva).
- Cubeta de vidro.

- Espatula.

- Erlenmeyer 500 e 125 mL.
- Frasco de vacina.

- Funil de vidro.

- Gamela

- Grade para tubo de ensaio.
- Pinga stainless LB2 — S4

- Bureta de 50mL.

- Proveta de 250 mL.

- Rolha de borracha.

- Tubo de Folin Won de 25 mL.

6.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.4.1 Selecado do Bagaco.

Os 8Kg de bagaco de cana-de-acgucar cedido pela Usina Cocal de Paraguacu
Paulista-SP , foram selecionados para retirar particulas maiores e sujidades obtendo

4,0Kg de bagaco de cana-de-acucar.de menores dimensoes.

6.4.2 Etapa de lavagem e obtencé&o de bagaco in-natura

Os 4,0Kg bagaco de cana foram divididas em fracOes, para que todas tivessem
como massa inicial 50 gramas. Cada fracdo de 50 gramas foi adicionada em um
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béquer de 2000 mL com 1500 mL de agua destilada. A mistura foi aquecida a 70°C e
mantida nesta temperatura por 2 horas sob agitagdo mecéanica constante de 1000
RPM, trocando a agua a cada meia hora. Em seguida a mistura foi filtrada e as
fracbes foram secas em estufa a 70°C até obter massa constante, obtendo-se o

bagaco in-natura.

6.4.3 Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial foi desenvolvido para encontrar as melhores variaveis de
processos na etapa do pré-tratamento. Para isso foi considerada as variaveis
pressdo da autoclave (em Kgf/cm?) e concentracéo da solucdo de hidroxido de sédio
(em %). A escolha dessas variaveis se deu pelo fato das mesmas estarem ligadas
diretamente ao processo de pré-tratamento. A tabela 2 representa o planejamento

fatorial realizado.

Niveis
Vel -1 Ponto central +1
Concentracao (%) 4 5 6
Pressao (Kgflcm?) 1,00 1,25 1,50

Tabela 2 — Planejamento Fatorial

6.4.4 Pré—tratamento com agua destilada variando pressdes e temperaturas

O pré-tratamento com agua destilada a pressdo 1,0Kgf/lcm? e temperatura 121°C,
denominado explosao & vapor, foi realizado em uma etapa. Foram introduzidos 12,5
gramas de bagaco e 250 mL de 4gua destilada em um erlenmeyer de 500mL, o qual
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foi vedado com uma boneca. Em seguida, este sistema foi introduzido em uma
autoclave e autoclavado & pressdo 1,0 Kgflcm? e temperatura 121°C durante 30
minutos. Depois o bagaco foi filtrado simultaneamente em peneira tamis de 60 e 100
mesh e lavado com bastante agua destilada. Apoés ficar em média 12 horas filtrando
em tamis, o bagaco retido na peneira de 60 mesh foi seco em estufa a 70°C até
obter massa constante, obtendo-se o primeiro bagaco pré-tratado denominado
BoP1,0.

O pré-tratamento com agua destilada & pressdo 1,25 Kgf/cm? e temperatura
123,5°C, denominado explosdo a vapor, foi realizado em uma etapa, a mesma
descrita anteriormente, variando o0s parametros da autoclavagem, pressdo e
temperatura para 1,25 Kgf/lcm? e 123,5°C, respectivamente, obtendo o bagaco pré-

tratado denominado BoP1 2s.

O pré-tratamento com agua destilada & pressdo 1,5Kgflcm? e temperatura 127°C,
denominado explosdo a vapor, foi realizado em uma etapa, a mesma descrita
anteriormente, variando os parametros da autoclavagem, pressdo e temperatura
para 1,5Kgf/cm? e temperatura 127°C, respectivamente. Obtendo o bagaco pré-

tratado denominado BoP1 5.

6.4.5 Pré—tratamento com hidréxido de sédio variando suas concentragcdes

O pré-tratamento com hidréxido de sédio 4% & pressdo 1,0Kgf/cm? e temperatura
121°C, denominado explosédo a vapor alcalino, foi realizado em uma etapa. Foram
introduzidos 12,5 gramas de bagaco e 250 mL de solucao hidréxido de sédio 4% em
um erlenmeyer de 500mL, o qual foi vedado com uma boneca. Em seguida, este
sistema foi colocado em uma autoclave e autoclavado & pressdo 1,0Kgflcm? e
temperatura 121°C durante 30 minutos. Depois o bagaco foi filtrado
simultaneamente em peneira tamis de 60 e 100 mesh, lavado com bastante agua
destilada e neutralizado com uma solugéo de &cido cloridrico 0,1%. A neutralizacdo
foi verificada com indicadores de acido e base adicionados na agua de lavagem do

sistema filtrante do bagaco. Apos ficar em meédia 12 horas filtrando em tamis, o
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bagaco retido na peneira de 60 mesh foi seco em estufa a 70°C até obter massa
constante, obtendo-se o bagaco pré-tratado denominado B4P1 .

O pré-tratamento com hidréxido de sédio 4% & pressdo 1,25Kgf/cm? e temperatura
123,5°C, denominado explosdo & vapor alcalino, foi realizado em uma etapa, a
mesma descrita anteriormente, variando os parametros da autoclavagem, pressao e
temperatura para 1,25 Kgf/cm? e 123,5°C, respectivamente, obtendo-se o bagaco

pré-tratado denominado B4P1 5.

O pré-tratamento com hidréxido de sédio 4% & pressdo 1,5Kgf/cm? e temperatura
127°C, denominado exploséo & vapor alcalino, foi realizado em uma etapa, a mesma
descrita anteriormente, variando o0s parametros da autoclavagem, pressdo e
temperatura para 1,5 Kgfilcm? e 127°C, respectivamente, obtendo-se o bagaco pré-

tratado denominado B4P; 5.

O pré-tratamento com hidroxido de sodio 5% foi realizado da mesma forma descrita
acima. O bagaco submetido ao pré-tratamento com NaOH 5% e nas condi¢des de
pressdo 1,0Kgflcm? e temperatura 121°C foi denominado BsPio. O bagaco
submetido ao pré-tratamento com NaOH 5% e nas condicbes de presséo
1,25Kgf/cm? e temperatura 123,5°C foi denominado BsP1 »5. O bagaco submetido ao
pré-tratamento com NaOH 5% e nas condicbes de pressdo 1,5Kgflcm? e
temperatura 127°C foi denominado BsP1 5.

O pré-tratamento com hidréxido de sédio 6% foi realizado da mesma forma descrita
acima. O bagaco submetido ao pré-tratamento com NaOH 6% e nas condicbes de
pressdo 1,0Kgflcm? e temperatura 121°C foi denominado BgP1o. O bagaco
submetido ao pré-tratamento com NaOH 6% e nas condicbes de presséo
1,25Kgf/cm? e temperatura 123,5°C foi denominado BeP1.25. O bagago submetido ao
pré-tratamento com NaOH 6% e nas condicbes de pressao 1,5Kgflcm? e

temperatura 127°C foi denominado BgP1 5.
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6.4.6 Preparacao da curva de calibracéo

Primeiramente foi preparada uma solu¢cdo de glicose 2g/L, e diluida para
concentracbes 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6g/L. Para preparar a solucéo
de 2g/L, pesou-se em um béquer 0,5058g de glicose. Adicionou-se agua para
dissolver o soluto e em seguida transferiu-se para um baldo de 200 mL e completou-
se com agua destilada. Para preparar as demais solu¢des foram retiradas aliquotas
da solucédo mais concentrada com auxilio de uma bureta e transferidas para balGes
volumétricos de 50 mL e completado com agua destilada. Em seguida foi realizada a
quantificacdo de acucar redutor pelo método de Miller (AGUIAR E MENEZES 2002).

Em seguida as solu¢des foram lidas na em espectrofotdmetro a absorbancia em
540nm. Com os dados de absorbéancia obtidos foi realizada a confeccao da curva de

calibracao.

6.4.7 Preparacao de solugéo tampao citrato

Para o preparo da solucdo tampdao citrato 0,01M pH 4,8, adicionou 4,4g de acido
citrico, 8,6g de citrato de s6dio em baldo volumétrico de 1000mL. A solucéo foi
transferida para um becker de 1000mL e com o auxilio de um pHmetro corrigiu-se o

pH da solucédo com hidréxido de sodio 2M para pH 4,8.

6.4.8 Preparo da solug&o enzimatica

Para o preparo da solugdo enzimatica, adicionou 500uL de complexo enzimatico

(50013) em uma proveta de 100mL e completado com agua destilada até 100mL.
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6.4.9 Preparo da solucédo de DNS (4cido 3,5 dinitro salicilico)

Para o preparo da solucdo DNS (&cido dinitro salicilico), adicionou 300 g de tartarato
de sbdio e potassio, 10 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 200 mL de solucdo de
hidréxido de sddio 2M e 200 mL de agua destilada em um becker de 1000 mL, que
foi colocado em agitacdo magnética. Apdés completa dissociacdo, a mistura foi
transferida para um baldo volumétrico onde foi avolumada com agua destilada até
1000 mL.

6.5 Hidrélises enzimaéticas

Todos os 12 tipos de bagacos pré-tratados foram submetidos a esta etapa, em

duplicata.

Foram adicionados em um erlenmeyer de 125 mL, 0,50g de bagaco pré-tratado, 50
mL de solucdo enzimatica e uma barra magnética. O sistema foi vedado com uma
rolha de borracha e colocado em estufa bacteriolégica a 50°C sobre um agitador

magnético, o qual prosseguiu sob agitacdo constante por 24 horas.

Foram coletadas amostras durante todo o tempo de hidrolise. Coletas com, 2; 4; 6;
9; 12; 15 e 24 horas de reacao. A concentracdo de acucar redutor destas amostras
foi determinada pelo método de Miller (AGUIAR E MENEZES 2002).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

A lavagem do bagaco com agua quente teve a finalidade de remover substancias
que se encontram aderidas ao mesmo, derivadas da lavoura e do processo
industrial, tais como: sacarose, glicidios de baixa massa molecular, sais

inorganicos, terra, adubos e outros residuos agricolas.

O pré-tratamento com agua a diferentes pressdes foi realizado seguindo a
metodologia de AGUIAR e MENEZES (2002), com algumas modificagdes.

Segundo WYMAN et al. (2005) a agua sob pressdo pode penetrar na estrutura
recalcitrante do composto lignocelulésico, hidratar a celulose e liberar a
hemicelulose e a lignina (SILVA 2008). A figura 21 mostra o bagaco de cana-de-
acucar apos pré-tratamento com agua a diferentes pressoes.

Figura 21 — Bagaco de cana-de-acUcar ap6és exgloséo com agua destilada e
pressdo: A) 1 kgf/lcm?, B) 1,25 kgf/cm? e C) 1,5 kgf/cm?

O pré-tratamento com hidroxido de sédio a diferentes pressdes foi realizado
seguindo a metodologia de AGUIAR e MENEZES (2002), com algumas
modificacdes, 0 autor promovia o pré-tratamento em duas etapas primeiro fisico para
remogcdo da hemicelulose e depois pré-tratamento quimico para deslignificagéo,
promovemos todo o pré-tratamento em apenas uma etapa combinando o tratamento

fisico e quimico.
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Segundo Ereno (2010), no pré-tratamento térmico, quando h4 uma descompressao
brusca no meio, o bagaco € desestruturado removendo a hemicelulose que fica
solivel no meio. O tratamento quimico com hidroxido de sodio em condi¢cdes bem
suaves promove uma deslignificacdo do material sem a producdo de compostos
inibitérios. Esses tratamentos combinados diminuem na recalcitrancia do bagaco.

A figura 22 mostra 0 bagaco de cana-de-agUcar apos explosdo alcalina com
hidroxido de sédio 4%, a diferentes pressoes.

Figura 22 — Bagago de cana-de-agUcar apos explosédo com hidréxido de sodio
4% com pressdo: A) 1 kgficm?, B) 1,25 kgf/cm? e C) 1,5 kgf/cm?

A figura 23 mostra 0 bagaco de cana-de-agucar apos explosdo alcalina com

hidréxido de sédio 5%, a diferentes pressoes.

Figura 23 — Bagaco de cana-de-aclUcar apds explosao com hidréxido de so6dio
5% com press&o: A) 1 kgf/cm?, B) 1,25 kgf/cm? e C) 1,5 kgf/cm?
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A figura 24 mostra 0 bagaco de cana-de-agUcar apos explosao alcalina com

hidréxido de sédio 6%, a diferentes pressoes.

Figura 24 — Bagaco de cana-de-acucar ap6s explosdo com hidroxido de sodio
6% com pressdo: A) 1 kgf/lcm?, B) 1,25 kgf/cm? e C) 1,5 kgf/cm?

Toda quantificacdo de acucar redutor, obtida ap6s a hidrélise enzimética foi
realizada pelo método de DNS (3,5-dinitrosilicilico). Neste método, a dosagem de
acucares redutores € baseada em uma reacdo de oxireducdo, em meio alcalino,
onde o grupo aldeido do acucar é oxidado a carbolixa e o grupo nitro do DNS e
reduzido & amina (figura 25) (RABELO, 2007).

Ho_ O CHO o O COOH
H——OH H——OH
HO———H HO——H
* H—f—OH — + H——0H
O:N NO, H———OH 0O,N NH, H——OH
Acido é{rigiglictngosal icilico CH,OH Acido 3-amino-5-nitrosalicilico CH,OH
Glicose (vermelho-acastanhada) Acido Glucsnice

Figura 25 — Reacdes envolvidas no Método de dosagem de aclucares com DNS
(In: SILVA, 2008, p. 26)

O composto resultante da reacdo, o &acido 3-amino-5-nitrosalicilico, tem cor
vermelho-acastanhada (figura 26) e a intensidade da cor da solucdo obtida é
diretamente proporcional a concentracdo de acucares redutores da solucdo de
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partida. A intensidade da cor da solucdo é medida pela absorbancia em 540 (nm)

(SILVA, 2008). A figural6 ilustra a coloracéo de algumas das solu¢fes obtidas apos

a reacdo com o acido 3,5-dinitrosalicilico.

A
\ﬂ\’s“ |

|

L

LY

Figura 26 — Coloracdo de algumas solu¢cdes obtidas apds reacdo com acido

3,5-dinitrosilicilico.

Para determinar a concentracdo dos agucares redutores obtidos apds a hidrdlise dos

bagacos pré-tratados, foi feita uma curva de calibracdo com concentracdes

conhecidas de glicose. Os valores médios das concentragdes e as absorbancias da

curva de calibracdo estdo apresentados na tabela 3 e figura 27.

Absorbéancia (540 nm)

Concentracao (AR* g/L)

0,003 0,10
0,033 0,20
0,073 0,40
0,128 0,60
0,193 0,80
0,240 1,00
0,308 1,20
0,362 1,40
0,400 1,60

* A.R. — Aglicar Redutor em gramas por litro em solucéo ap6s hidrolise enzimética

Tabela 3 — Concentracdes e absorbéncias da curva de calibracao.
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Figura 27 — Curva de calibracdo de acucar redutor.

Os valores das concentracfes de aclcares redutores encontrados, apos hidrolise

enzimatica de cada bagaco que foi efetuado o pré-tratamento, esta apresentado na

tabela 4.

Abs. 540 Concentracao de Concentracao
Pré-tratamento | nm (média) | AcuUcar redutor Diluicéo final de
Total (g/L) 24h de Acucar
reacao Redutor (g/L)
BoP1,0 0,037 0,161 1:4 0,64
BoP1,25 0,039 0,169 1:4 0,68
BoP1s 0,028 0,133 1:4 0,53
B4P1o 0,284 1,143 1:8 9,15
B4P1l25 0,289 1,162 1:8 9,29
B4P1s 0,287 1,154 1:8 9,23
BsP1o 0,289 1,162 1:8 9,29
BsP1.25 0,295 1,183 1:8 9,47
B5P1,5 0,269 1,088 1:8 8,71
BsP1,0 0,251 1,022 1:8 8,18
BsP1.25 0,300 1,202 1:8 9,61
BsP15 0,346 1,135 1:8 9,07

Tabela 4 — Valores de absorbéncia, diluicdo e concentracdo de acuUcares
redutores obtidos.
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Para os bagacos pré-tratados (BoP1,0 /BoP1,25 /BoP1 s € BgP1 5), foi utilizado uma
segunda curva de calibracéo, cuja equacao esta apresentada em eq (1) abaixo.

22 y = 3,1502x + 0,0449
R2 = 0,9996 eq. (1)

Ao efetuar a determinacdo de acUcar redutor pelo método de Miller, as amostras
foram diluidas para que as mesmas estivessem dentro da lineariedade, obedecendo
a Lei de Beer-Lambert.

A conversdo enzimatica do bagaco em acucar obedeceu a equacdo em eq. (2)

abaixo.

(Cglicose)

(%celulose xCp., )

X% = x 90,9 |x100

eq. (2)
Onde:
Fator de converséo: 90,9.

X% = conversao enzimatica do bagaco de cana-de-acucar em %.

Cyicose (concentracéo de glicose) e Cgca (concentracdo de bagago de cana-de-
acucar) é dada por g/L.

Para os célculos, foram considerados 88% de celulose apds os tratamentos

alcalinos e 60% apds somente tratamento a vapor de acordo com Adriano (2008).
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A tabela 5 mostra as conversfes enzimaticas obtidas de bagago em glicose.

Conversao Enzimatica do BCA (%)
Pressdo Aplicada (Kgf/cm?)
Tratamento % NaOH (m/V) 1,00 1,25 1,50
0 9,65% 10,29% 8,00%
4 94,45% 95,47% 94,78%
5 95,69% 97,53% 89,60%
6 84,31% 98,87% 93,63%

Tabela 5 — Conversao enzimética de bagaco em glicose

Analisando as respostas das interacbes entre o0s niveis e as variaveis do

planejamento fatorial obtém-se a tabela 6.

Ensaio Concentracao Presséo (Kgflcm?) Resposta
0 NEOIE), Converséao (%)
BaP1.0 4 1,00 94,45%
BaP125 4 1,25 95,47%
BaP15 4 1,50 94,78%
BsP1.0 5 1,00 95,69%
BsP1,25 5 1,25 97,53%
BsP15 5 1,50 89,60%
BeP1,0 6 1,00 84,31%
BeP1,25 6 1,25 98,87%
BeP1s 6 1,50 93,63%

Tabela 6 — Respostas dos niveis e variaveis do planejamento fatorial

Com os dados obtidos foi construido o grafico de superficie de resposta, o qual esta
representado na figura 28 e 29. A aplicacdo do planejamento fatorial como
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ferramenta estatistica contribui para que se possa varrer adequadamente 0 espaco

amostral, na busca de melhores condi¢bes de pressao e concentracdo de NaOH
para o pré-tratamento.

N0y

{'%%gg%“&“&‘*&“&*&‘%‘

o )

5)0) AR WIS

Figura 28 - Gréafico de superficie de resposta
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Figura 29 — Grafico de superficie de contorno

O gréfico de superficie de resposta indicou, pelo modelo estatistico, que a melhor

interacdo entre as variaveis ocorreram na regido de 3,3 a 4,8 de concentracao (%
NaOH) e de 1,2 a 1,32 de pressdo (Kgfilcm?). Portanto, para a otimizacdo do
processo propde-se um estudo mais detalhado nesta faixa considerada 6tima.

Foi realizado também um ensaio de hidrélise enzimatica do bagaco de cana-de-

acucar num periodo de 24 horas, denominado hidrolise longa. A tabela 7 apresenta

as concentracdes de acucar redutor obtido utilizando substrato pré-tratado com

concentragdo de NaOH 4% nos diferentes valores de pressdo e em diferentes

intervalos de tempo.
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Concentracdao final | Concentracao final | Concentracéo final
Tempo (h) de Acucar Redutor | de Acucar Redutor | de Agucar Redutor
(9/L) (g/L) (g/L)
NaOH 4%-1,0 kgf NaOH 4%-1,25kgf NaOH 4%-1,5 kgf
2 53 5,9 6,0
4 59 7,4 7.4
6 6,8 7,7 8,0
9 7,0 8,2 8,3
12 7,2 8,4 8,6
15 7,4 8,9 8,6
24 9,1 9,3 9,2

Tabela 7 — Concentracdes de AR obtido utilizando bagaco pré-tratado com
NaOH 4%.

A figura 30 mostra a curva de hidrélise longa utilizando NaOH 4% em diferentes

valores de presséo.

10,0

9,0

8,0

7,0

6,0 -

——NaOH 4% - 1,25 kgf

—A&—NaOH 4% - 1,5 kgf

Concentragdo de AR (g/L)

5,0 J
4,0 -

5 10 15

20 25 30

Tempo (horas)

NaOH 4% - 1,0 kgf

Figura 30 — Curva de hidrolise longa utilizando bagaco pré-tratado com NaOH
4% em diferentes valores de presséo.
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A tabela 8 apresenta as concentracdes de acucar redutor obtido utilizando substrato

pré-tratado com concentracdo de NaOH 5% nos diferentes valores de presséo e em

diferentes intervalos de tempo.

Concentracéao final | Concentracao final | Concentracéo final
Tempo (h) de AclUcar Redutor | de Aclucar Redutor | de Acucar Redutor
(9/L) (9/L) (/L)
NaOH 5%-1,0 kgf NaOH 5%-1,25kgf NaOH 5%-1,5 kgf
2 6,3 6,2 6,5
4 7,1 7,8 7,3
6 7,3 8,1 7,6
9 7,9 8,5 8,2
12 8,3 9,1 8,0
15 8,4 8,9 8,7
24 9,3 9,5 8,7

Tabela 8 - Curva de hidrdlise longa utilizando bagaco pré-tratado com NaOH
5% em diferentes valores de pressao.

A figura 31 mostra a curva de hidrélise longa utilizando NaOH 5% em diferentes

valores de presséo.

10,0

9,0

8,0

)
R

7,0 {
6,0

NaOH 5% - 1,0 kgf
NaOH 5% - 1,25 kgf

—a— NaOH 5% - 1,5 kgf

Concentragdo de AR (g/L)

5,0 /
4,0

5 10 15

Tempo (horas)

20 25

30

Figura 31 — Curva de hidrélise longa utilizando bagaco pré-tratado com NaOH
5% em diferentes valores de presséo.
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A tabela 9 apresenta as concentracdes de acucar redutor obtido utilizando substrato

pré-tratado com concentracdo de NaOH 6% nos diferentes valores de presséo e em

diferentes intervalos de tempo.

Concentracéao final Concentracao final | Concentracéao final
Tempo (h) | de Aclucar Redutor de Aclcar Redutor | de Aclcar Redutor
(9/L) (g/L) (/L)
NaOH 6% - 1,0 kgf NaOH 6% - 1,025kgf NaOH 6% - 1,5 kgf
2 6,2 6,5 5,1
4 7,1 7,8 6,6
6 7,2 8,1 7,1
9 7,5 8,4 7,9
12 7,5 8,8 8,3
15 8,2 - 815
24 8,2 9,6 9,1

Tabela 9 - Curva de hidrdlise longa utilizando bagaco pré-tratado com NaOH

6% em diferentes val

ores de presséo.

A figura 32 mostra a curva de hidrolise longa utilizando NaOH 6% em diferentes

valores de presséo.

10,0

9,0

8,0

7,0

6,0

5,0

Concentragio de AR (g/L)

4,0

.

T

NaOH 6% - 1,0 kgf

——NaOH 6% - 1,25 kgf

—a— NaOH 6% - 1,5 kgf

5 10

15 20 25

Tempo (horas)

30

Figura 32 — Curva de hidrélise longa utilizando bagaco pré-tratado com NaOH

6% em diferentes val

ores de pressao.
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Os resultados obtidos na hidrolise enzimatica longa, nas diferentes concentracdes e
pressdes demonstraram o mesmo perfil de hidrolise variando em faixas bem
proximas.
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8. CONCLUSAO

Os dados estatisticos do programa de superficie de resposta indicaram que a melhor
faixa de trabalho para o processo pré-tratamento alcalino do baga¢co de cana-de-
acucar, ocorreu na regiao de 3,3 a 4,8 de concentracédo (% NaOH) e de 1,2 a 1,32
de pressdo (Kgf/cm?). Isto exige, portanto, um estudo detalhado nesta regido

considerada 6tima para validacdo do modelo estatistico.
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