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RESUMO

O etanol de segunda geracgéao é considerado um biocombustivel com grande potencial para
substituir gradativamente os combustiveis fosseis. E produzido a partir de materiais
lignocelulésicos, como o bagago da cana de agucar, sub produto da industria
sucroalcooleira. A resisténcia da parede celular de ser digerida em agucares fermentaveis
€ chamada recalcitrancia, e € considerada o principal obstaculo para a producédo de
biocombustiveis celuldsicos a custo competitivo no mercado. Essa caracteristica se da,
principalmente, pela presenga da lignina que limita o acesso de enzimas hidroliticas na
quebra da celulose e hemicelulose. Visto que o processo de hidrodlise se constitui como uma
etapa fundamental na obtencao de acucares fermentesciveis, este trabalho teve o objetivo
de quantificar a lignina soluvel obtida a partir de tratamentos hidrotérmicos de palha da cana
de acgucar, avaliando assim a eficiéncia do método de hidrolise empregado na
desmontagem da parede celular vegetal. A palha da cana de agucar, coletada na regido de
Assis/SP, foi triturada, seca e peneirada (40 mesh) e determinou-se os teores de umidade
e cinzas por gravimetria. A lignina soluvel foi quantificada apés hidrolise acida (118°C e 1,5
atm por 1 hora) a partir de 0,3g de amostra, por espectroscopia UV em 215 nm e 280 nm.
O teor de umidade encontrado foi de 13,89% e o teor de cinzas foi de 8,22%, de acordo
com a literatura. Para lignina soluvel e insoluvel foram encontrados os teores de 1,23 e
98,7%, respectivamente, bem abaixo daqueles reportados. Os teores de cinzas e umidade
determinados, diferenciaram significativamente em relagao a trabalhos similares. A elevada
temperatura no meio reacional, alta concentragdo do acido sulfurico e a ndo lavagem da
palha no inicio das analises, foram determinantes, para a baixa conversao da lignina. Sendo
assim, os parametros empregados no tratamento hidrotérmico utilizado precisam ser
melhores dimensionados para que haja maior rendimento no processo, pois sao essenciais
para a conversao de agucares fermentesciveis em etanol.

Palavras-chave: etanol celul6sico, hidrolise acida, palha da cana-de-agucar.



ABSTRACT

Second-generation ethanol is considered a biofuel with great potential to gradually replace
fossil fuels. It is produced from lignocellulosic materials, such as sugarcane bagasse, a sub
product of the sugar and alcohol industry. The resistance of the cell wall to be digested in
fermentable sugars is called recalcitrance, and is considered the main obstacle for the
production of cellulosic biofuels at competitive cost in the Market. This characteristic is
mainly due to the presence of lignin that limits the access of hydrolytic enzymes in the
breakdown of cellulose and hemicellulose. Considering that the hydrolysis process
constitutes a fundamental step in obtaining fermentable sugars, this work had the objective
of quantifying the soluble lignin obtained from hydrothermal treatments of sugarcane straw,
thus evaluating the efficiency of the hydrolysis method used dismantling the plant cell wall.
The sugarcane straw, collected in the region of Assis / SP, was crushed, dried and sieved
(40 mesh) and moisture and ash contents were determined by gravimetry. Soluble lignin
was quantified after acid hydrolysis (118 ° C and 1.5 atm for 1 hour) from 0.3g of sample by
UV spectroscopy at 215nm and 280nm. The moisture content was 13.89% and the ash
content was 8.22%, according to the literature. For soluble and insoluble lignin contents of
1.23 and 98.7% were found, respectively, well below those reported. The determined ash
and moisture contents differed significantly in relation to similar work. The high temperature
in the reaction medium, high sulfuric acid concentration and no straw washing at the
beginning of the analyzes were determinant for the low lignin conversion. Thus, the
parameters used in the hydrothermal treatment used must be better sized so that there is a
higher yield in the process, since they are essential for the conversion of fermentable sugars
into ethanol.

Keywords: cellulosic ethanol, acid hydrolysis, sugar cane straw.
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1. INTRODUGAO

A procura por combustiveis e outros quimicos desenvolvidos a partir de tecnologias
sustentaveis tem se tornado uma demanda crescente. Diversas biomassas sao
investigadas ao redor do mundo, como matérias-primas para a producgao de etanol de
segunda geragcao que € considerado um biocombustivel com grande potencial para
substituir gradativamente os combustiveis fosseis (ANDRADE, 2014).

O etanol produzido a partir de materiais lignoceluldsicos torna-se uma opgao interessante
para aumentar a producio deste combustivel sem aumentar a area plantada das colheitas
utilizadas para sua produgéo, ja que a demanda de etanol vem aumentando cada vez mais
nos ultimos anos, com o objetivo de substituir o petroleo e seus derivados, contribuindo
significativamente para a redugédo dos impactos negativos ao meio ambiente, tais como o
aquecimento global provocado pela queima dos combustiveis fosseis (SILVA, 2013).

Uma usina alcooleira tem a necessidade de produzir mais alcool, em menos tempo, e com
a menor quantidade de cana-de-agucar possivel. O bioetanol, etanol celulésico ou etanol
de segunda geragao sao produzidos de forma mais limpa sendo aproveitadas as formas de
obtencao de hexoses existentes no bagaco e palhico da cana (COELHO; OLIVEIRA, 2011).
Para que a producdo de etanol celulésico seja economicamente viavel é necessario que
estas fontes lignocelulosicas sejam fracionadas de forma a disponibilizar a maior
quantidade de carboidratos possivel para o processo de fermentagcao alcodlica (SILVA,
2009). O processo de hidrdlise acida do bagago de agucar é de extrema valia, pois objetiva
aumentar a quantidade do alcool produzido pela usina sem aumentar a area a ser plantada
(COELHO; OLIVEIRA, 2011).

Tendo um potencial para que um excedente seja transformado em etanol, a conversao do
bagaco em etanol, dificiimente podera ser suplantada por outra matéria-prima de origem
vegetal permitindo aumentar significativamente a oferta deste combustivel. Sendo assim o
aproveitamento da cana, acaba sendo integral (SOARES, ROSSELL, 2007).

A desmontagem bioquimica controlada da parede celular tem sido proposto como
alternativa para tornar viavel o uso dos polissacarideos como fonte de acucares
fermentaveis. Este processo deve preservar intactos os monossacarideos que serao
usados para a fermentagcédo. O desenvolvimento de tecnologias capazes de desmontar a

parede celular vegetal requer o aprofundamento do nosso conhecimento sobre a estrutura
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da lignina e da rede de polimeros que constitui a parede celular. Além disso, o
conhecimento das propriedades fisicas e bioldgicas da parede celular em diferentes tecidos
e orgaos bem como das suas vias de sintese pode ser usado para modificar as
caracteristicas da parede para uso industrial ou alimentar (FERRO, TEIXEIRA, s.d).

A resisténcia da parede celular de ser digerida em agucares fermentaveis € chamada
recalcitrancia, e € considerada o principal obstaculo para a produgao de biocombustiveis
celuldsicos a custo competitivo no mercado. Essa caracteristica se da, principalmente, pela
presenga da lignina que limita o acesso de enzimas hidroliticas na quebra da celulose e
hemicelulose (SOUZA, 2015).

Visto que o processo de hidrolise se constitui como uma etapa fundamental na obtengao
de agucares fermentesciveis, este trabalho teve o objetivo de quantificar a lignina soluvel
obtida a partir de tratamentos hidrotérmicos de palha da cana de agucar, avaliando assim

a eficiéncia do método de hidrolise empregado na desmontagem da parede celular vegetal.
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2. ETANOL CELULOSICO

O etanol celuldsico é fabricado por meio de rea¢gdes quimicas que promovem a quebra das
cadeias dos principais polimeros que formam a estrutura das plantas: celulose,
hemicelulose e lignina. Esse processo ocorre através da hidrolise enzimatica ou da
fermentacao e destilagcdo (FRANCISCO, 2009).

Um dos aspectos positivos da producgéo do etanol celul6sico € que a sua matéria-prima é
um subproduto das atividades agricolas, ndo apresentando utilidade para a alimentacéo
dos humanos e possuindo poucos nutrientes para ser destinada aos gados. Portanto, o
aproveitamento desses residuos para a fabricagdo de combustivel € uma forma
extremamente util para a destinacgéo final da biomassa (FRANCISCO, 2009).

Esse biocombustivel pode ser adicionado a gasolina, como também pode ser utilizado puro.
Especialistas afirmam que esse combustivel € uma excelente opgcdo na busca por
alternativas menos agressivas ao meio ambiente e a saude humana. Sua utilizacdo emite
menos gases poluentes na atmosfera, fato que contribui para a minimizagdo do efeito
estufa. (WANDERLEY, 2012).

Atualmente para a producao de etanol celuldsico, pode ser utilizado um processo quimico
denominado hidrélise acida ou biotecnolégico moderno, denominado hidrélise enzimatica.
Em ambos ocorre a quebra de moléculas de celulose e produgao de agucares, para entao
produzir o etanol por meio de processos fermentativos alcodlicos da biotecnologia
convencional (PERAZOLO, 2010).

O grande desafio para a producao de etanol de segunda geracao consiste em determinar
a melhor opgao de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose em termos de
custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado (RABELO, 2010).
Estudos direcionados a producdo de etanol celulésico demonstram que alteracdes
simultdneas em importantes parametros, como tempo de pré-tratamento e teor de sdlidos
na hidrélise enzimatica, influenciam diretamente no rendimento final do processo
(ANDRADE, 2014).

Um dos principais gargalos que envolvem a produgao de etanol celuldsico € "desmontar” a
parede celular liberando os polissacarideos como fonte de acucares fermentesciveis de
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forma eficiente e economicamente viavel. Devido a sua interagao intermolecular e completa
auséncia de agua na estrutura da microfibrila, a celulose apresenta uma estrutura bastante
recalcitrante, dificil de ser desestruturada e convertida em monossacarideos
fermentesciveis Os acucares presentes na palha de cana-de-agucar encontram-se na
forma de polimeros (celulose e hemicelulose) e sdo recobertos por uma macromolécula
(lignina), formando a microfibrila celulésica (SANTOS, QUEIROZ, COLODETTE, 2012).
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3. MATERIAL LIGNOCELULOSICO

As biomassas lignoceluldsicas sao constituidas por trés principais fragbes poliméricas:
celulose, hemicelulose e lignina, que sao unidas entre si por ligagdes covalentes, formando
uma rede complexa resistente a ataques microbianos. Essas fracbes majoritarias séo
responsaveis por 97-99% de toda massa seca dos materiais (CASTRO, 2009). A Figura 1,

representa o complexo lignoceluldsico.

' Celulose

Figura 1: Complexo lignoceluldsico (In: PENA, 2011, p. 18)

A composigdo quimica da biomassa lignoceluldsica, geralmente contém 35-50% de
celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma pequena
quantidade de cinzas e extrativos (SANTOS, QUEIROZ, COLODETTE, 2012).

Essa composicao da biomassa vegetal pode variar contendo diferentes concentragdes, pois
depende do material analisado (MORAIS, 2010).

A celulose é um polissacarideo formado, entre outros compostos, por 10000 moléculas de
glicose, portanto, a maior parte da glicose sintetizada pelo vegetal é fixada na forma de
celulose (ARAUJO, LIMA, 2015). Encontram-se dispostas como espirais, de forma a

conferir forga e flexibilidade ao material, como representado na figura 2:
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Figura 2: Representacao da celulose na cana de agucar (In: SANTOS, QUEIROZ, COLODETTE, 2012, p.8)

E devido as suas fortes ligages de hidrogénio que a celulose possui estrutura rigida e é
praticamente insoluvel em agua e em solventes organicos comuns (CARVALHO, 2011).

As ligacbes de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas conferem resisténcia a
celulose. Ja as interagdes intermoleculares entre hidroxilas sdo responsaveis pela
formacao da fibra vegetal onde de seis a oito moléculas de celulose se alinham
paralelamente para formar uma fibra, eliminando as moléculas de agua, tornando a
microfibrila extremamente longa e resistente (SANTOS, QUEIROZ, COLODETTE, 2012).

A Figura 3, representa as ligagdes de hidrogénio que ocorrem na celulose.
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Figura 3: Representagéo das ligagdes de hidrogénio da celulose (In: SANTOS, QUEIROZ,
COLODETTE, 2012, p.9)

A organizagao das cadeias de celulose forma regides cristalinas intercaladas por regides
amorfas, sendo que a regido cristalina € fortemente organizada conferindo resisténcia e
protecdo contra a degradacdo externa, e a regido amorfa ndo possui uma organizagao
molecular, tornando-a mais susceptivel & degradacéo externa (ARAUJO, GARRIDO, 2013).
A Figura 4, representa a organizagcao das regides cristalinas e amorfas das cadeias de

celulose.
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Figura 4: Estrutura esquematica de uma fibrila de celulose, mstrando regides cristalinas e amorfas (In:
FILHO, 2008, p. 24)

As cadeias de celulose séo envolvidas pela lignina (figura 5) que é considerada como um

dos materiais mais resistentes na natureza e na biomassa vegetal (CASTRO, 2009)
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Figura 5: Estrutura proposta para a lignina (In: SANTOS, et al, 2012, p.5)



21

A lignina é o componente estrutural mais importante da parede celular de plantas
superiores, apresentando fungdes vitais como, por exemplo, promover rigidez ao sistema
vascular, permitindo que as plantas tenham crescimento vertical; conferir hidrofobicidade
ao xilema, o que auxilia o transporte de agua, e conferir defesa estrutural contra micro-
organismos (SOUZA, 2015).

Esta associada juntamente com a celulose e hemicelulose, o que impede a degradacéo
desses materiais, isto €, a lignina confere firmeza e rigidez ao conjunto de fibras de celulose,
portanto, a lignina n&o deve ser considerada como uma substancia quimica unica, mas sim,
como uma classe de materiais correlatos (CASTRO, 2009).

E um polimero de constituicdo dificil de ser estabelecida, devido & complexidade de sua
formacéo, as modificagdes estruturais durante seu isolamento das paredes celulares, a
variagado na sua composi¢ado monomerica e as ligagdes covalentes entre a parede celular
e outros compostos como carboidratos, proteinas e compostos fendlicos. Dado que a
deposigao e composigao da lignina podem variar com a camada, o tipo de parede celular e
com a espécie (FERRO, TEIXEIRA, 2013).

E um complexo heteropolimero aromatico presente na parede secundaria das células
vegetais, e o principal fator que confere recalcitrancia ao material lignocelulésico € o maior
obstaculo encontrado pelas biorrefinarias para a producao viavel do etanol de segunda
geragao.

As moléculas de lignina consistem em um complexo heteropolimero fendlico resultado da
polimerizagdo oxidativa de unidades monoméricas de alcoois phidroxicinamilicos
(monoligndis), que diferem entre si pelo grau de metilagdo: alcool p-coumarilico (ndo
metoxilado), alcool coniferilico (mono-metoxilado) e alcool sinapilico (di-metoxilado)
(SOUZA, 2015) (figura 6).
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Figura 6: Estrutura dos trés monolignoéis candnicos: alcool p-coumarilico (H), alcool coniferilico (G) e alcool
sinapilico (S) (modificado de Kiyota et al., 2012) (A). Estrutura da molécula de tricina e do dimero precursor
do polimero de lignina em monocotileddneas, o flavonolignol (modificado de Lan et al., 2015) (B). (In:
SOUZA, 2015, p16).

Atua como uma cola entre a celulose e a hemicelulose, principais elementos estruturais da
parede celular, sendo necessario sua retirada para conversao da celulose e da
hemicelulose em acucares e em seguida a fermentacado destes e producado do bioetanol

(figura 7).
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Lignina

Hemicelulose

Figura 7: Representacdo esquematica de um corte transversal da fibra de material lignoceluldsico (in:
DRABER, 2013, p. 23)

Hemicelulose e celulose podem ser hidrolisadas a acucares e fermentados
microbianamente a varios produtos como o etanol, ou serem convertidas quimicamente em
outros produtos (OGEDA, PETRI, 2010).

As cadeias de hemicelulose s&do formadas por monémeros de arabinose ou xilose e também
podem sofrer ataques a posicoes intermediarias ao longo de seu esqueleto, liberando
oligbmeros feitos de muitas moléculas de agucares, por exemplo, xilanas, mananas e
glucanas. Podem ser sucessivamente quebradas em oligbmeros ainda menores, antes que
uma molécula de um simples acgucar possa ser formada. Apesar de tudo, a degradacao dos
acucares liberados pode ser modesta o suficiente para recuperar cerca de 80-90% do
maximo possivel de agucares. Por outro lado, operacdes sem a adigao de acido limitam a
recuperacao dos acucares de hemicelulose para 65% ou menos, com a maioria na forma
de oligbmeros (OGEDA, PETRI, 2010).
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4. HIDROLISE

E denominado hidrélise qualquer reacdo quimica que envolva a quebra de uma molécula
por acdo da molécula de agua. Sao realizados em fase liquida ou vapor (SILVA, 2007).

A etapa de hidrolise consiste na degradagcdo das cadeias poliméricas da celulose, em
mondmeros de glicose e hemicelulose (polimero de xilose), por meio da adigdo de acido
sulfurico aos residuos, no caso da hidrolise acida ou pela agédo de enzimas (catalisadores
bioldgicos), no caso da hidrélise enzimatica (MORAIS, 2010).

A escolha da rota de hidrolise é de fundamental importancia no processo de producéo de
etanol de segunda geracgao, visto que € nesta etapa que ocorre efetivamente a producgao
de aclcares fermentesciveis, os quais serdo convertidos a etanol (ARAUJO, GARRIDO,
2010).

4.1. HIDROLISE ENZIMATICA

O bagacgo de cana-de-agucar pode ser hidrolisado por rotas biolégicas com o uso de
enzimas secretadas por microrganismos. O uso destes biocatalisadores, altamente
especificos, reduz a geragcdo de subprodutos indesejaveis e dispensa a utilizagdo de
equipamentos resistentes a corrosao, trazendo beneficios econdmicos, tanto do ponto de
vista energético quando do ponto de vista metalurgico, quando comparado a hidrélise acida.
Além disso, as condicdes de operacao da hidrdlise enzimatica sdo mais brandas do que os
processos quimicos, tanto para pressao como para temperatura e pH. Em contrapartida, as
enzimas possuem um alto custo e sdo extremamente sensiveis, tornando necessario o
controle rigoroso de diversos parametros (ARAUJO, GARRIDO, 2013).

O processo de hidrélise enzimatica requer o desenvolvimento de microrganismos capazes
de hidrolisar a celulose, fermentar o agucar, tolerar altas concentragbes de etanol e produzir
exclusivamente o etanol (sem subprodutos indesejaveis) (BARROS, JARDINE, 2011).
Apresenta grande potencial em virtude de caracteristicas como a especificidade da reagao,

auséncia de reacgbes secundarias (que levariam a perda de rendimento), auséncia da


http://www.infoescola.com/quimica/molecula/
http://www.infoescola.com/agua/
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formacdo de produtos secundarios (inibidores da fermentacédo alcodlica) e reacdo em
condicbes suaves, que nao requerem altas pressbes e temperaturas ou ambientes
corrosivos para os equipamentos (SANTOS, QUEIROZ, COLODETTE, 2012). A Figura 8

representa um esquema de hidrolise via enzimatica.

CELULOSE
o0 ":I/,l"'- ".J‘-a. ""‘{'-'E"ll::"- A ||-|.:-j"'-.__l-ﬂ:_'__.n_. [.‘q‘: TN
[T e " .,_r F - e o — -hl-'-
Ex0--14-GLUC ANASE EHD'D—[I-| A-GLUCANASE
7__ __,..L 'l"\w.',_ ||I.‘-I |: |..¢|.j' :F'/n"
ot of N CELODEXTRINAS
)'V 5 |r.-;l 1‘-\.‘\_‘- ||| ¥ |
[ . - i T
“(oa~ 4 NN o opiosE
B=-14=-GLUCOSIDASE —
.-u"":-. w'.l'-“‘&
L h &
GLICOSE

Figura 8: Esquema de hidrdlise de celulose por exoglucanases, endoglucanases e f3-glicosidases (In:
PEREIRA, 2013 p. 13)

4.2 HIDROLISE ACIDA

A hidrélise acida é eficiente, com até 90% de recuperagéo de agucares fermentesciveis,
podendo gerar alguns produtos inibidores da fermentagcdo (compostos fendlicos, acido
acético, furfural e hidroximetilfurfural), assim como a degradacgao dos agucares (ANDRADE,
2014).

Na hidrélise com acido concentrado, a hemicelulose e celulose presentes na biomassa séo
quebradas usando solugdes aquosas de acidos minerais fortes, como acido sulfurico,
cloridrico ou fosférico, em baixas temperaturas (<100°C). A principal desvantagem desta
técnica é que requer equipamentos altamente resistentes a corrosdo, aumentando assim o
custo do produto final. A fracdo de hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente que a

fragao de celulose, e os monossacarideos liberados de hemicelulose sdo expostos no meio
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reacional por muito tempo, o que leva a degradacdo e perda desses agucares. A

recuperacao do acido usado no processo € essencial por razdes econdmicas e devido a
problemas ambientais (DRABER, 2013).

No processo com acido diluido, parte da hemicelulose e da celulose sao hidrolisadas
separadamente. A hemicelulose hidrolisada pode ser removida apds o primeiro passo da
hidrdlise. Desta forma, as condi¢des de hidrélise tanto para a hemicelulose quanto para a
celulose s&o otimizadas. Porém, devido as altas temperaturas aplicadas no segundo passo
(aproximadamente 200°C), uma quantidade consideravel de agucares e lignina soluvel é
degradada, levando a uma inibigao durante o processo de fermentagcao (DRABER, 2013).

Além de formar compostos inibidores para subsequente fermentacao, também apresenta
outros problemas, como condigdes de manuseio severas (pH e temperatura), e o alto custo
de manutengao devido os problemas de corrosdo (MAEHARA, 2016).

A hidrdlise acida inicia com a protonacao do oxigénio glicosidico (Figura 9a) com posterior
quebra da ligagdo C1-0O. O carbocation gerado na etapa b ¢é estabilizado pela
deslocalizac&o do par de elétrons existente sobre o oxigénio do anel glicosidico, adjacente
a C1. O ataque nucleofilico da agua sobre C1 (Figura 9c) com regeneragao do acido (Figura
9d e 9e) encerra a etapa de despolimerizacédo (se esta ocorrer no interior da cadeia da
celulose, gerando novos terminais) ou de producdo de glicose (quando ocorre hidrélise
diretamente nos terminais) (OGEDA,PETRI, 2010).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422010000700023#fig05
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422010000700023#fig05
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422010000700023#fig05
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422010000700023#fig05
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Figura 9: Mecanismo de hidrélise da celulose catalisada por acido (In: OGEDA, PETRI, 2010, p.9)

4.2.1 Hidrdlise enzimatica versus hidrélise acida

Embora a hidrdlise acida de biomassa seja eficiente e relativamente barata, ela gera
residuos poluentes e produtos que inibem a fermentagao posterior. Por isso, a sacarificacao
enzimatica tem sido objeto de grande parte dos estudos. O processo enzimatico oferece
potencial de redugdo de custos em longo prazo, pois € possivel se atingir rendimentos
proximos dos estequiométricos e em condicdes menos criticas de temperatura, pressao e
agressividade quimica, além do processo ser menos poluente (PEREIRA, 2013).

A tabela 1 apresenta comparacgdes entre os parametros da hidrdlise acida frente a hidroélise
enzimatica (PEREIRA, 2013).



Parametro Hidrdlise acida Hidrdlise enzimatica

Pré-tratamento Pode ser necessario Necessario

Taxa de hidrdlise Rapida (min.) Lenta (h)

Temperatura Alta (200°C) Baixa (45°C)

Presséo Alta Atmosférica

Rendimento Depende do material e do processo Depende do material e do
processo

Formacéao de | Provavel formacéao Nao ha formacao

subprodutos

28

Tabela 1: Comparagéao entre a hidrélise acida e enzimatica segundo critérios de pré-tratamento, taxa de

hidrolise, temperatura, pressao, rendimento e formagéo de subprodutos (In: PEREIRA, 2013 p. 14).

Existem varias revisbes sobre pré-tratamento publicados atualmente. Na Tabela 2 sdo

apresentados de forma simplificada os diferentes tipos de pré-tratamento pesquisados e as

respectivas mudancas causadas & biomassa lignocelulésicas (SANTOS, QUEIROZ,

COLODETTE, 2012).


http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v35n5/a25tab02.jpg
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Caracteristicas composicionais

Pré- Celulose Hemicelulose Lignina | Vantagens Desvantagens
tratamento
Moinho de Intensa Reducao de Alto consumo
Fisico Bolas diminuicdo do grau  Nao remove N&o remove cristalinidade de energia
de cristalinidade
Pouca 80-100% de Pouca remocgao, | Condigbes Dificil
Acido despolimerizagao remogao mas ocorre médias, recuperagédo do
Quimico diluido mudanga da alta producdo acido, corrosivo
estrutura de xilose e relativamente
custoso
Hidréxido Inchagao Consideravel Consideravel Remocao Reagente caro,
de sddio significativa solubilidade solubilizagéo, >50% | efetiva de recuperagao
ésteres alcalina
Organosolv Consideravel Significativo, Significativo, pode | Alta Recuperagao
Inchagao quase completa ser quase completa | Produgao de solvente
de xilose caro
efetiva
deslignificagéo
20-30% de Acima de 80% -40% de Baixo Perda de
Biolégico Bioldgico despolimerizagao de solubilizagao deslignificagdo | requerimento celulose,
de energia, baixa taxa
efetiva de hidrdlise

deslignificagdo

Tabela 2: Efeito de diferentes pré-tratamentos nos materiais lignoceluldsicos (In: SANTOS, QUEIROZ,
COLODETTE, 2012 p.10)
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5. PROI?U(}AO DE ETANOL A PARTIR DO CALDO DE CANA: UMA

TEMATICA PARA O ENSINO DE FUNCOES ORGANICAS E
PROCESSOS FERMENTATIVOS

Um dos objetivos da quimica é que o jovem reconhega o valor da ciéncia na busca do
conhecimento da realidade objetiva e insiram no cotidiano (BEZERRA, 2013).

As aulas experimentais podem ser empregadas com diferentes objetivos e fornecer
variadas e importantes contribuicdes no ensino. Umas das possiveis contribuigbes, sao
motivar e despertar a atencéo dos alunos, desenvolver a capacidade de trabalhar em grupo,
estimular a criatividade (OLIVEIRA, 2010).

Neste trabalho, sera proposto uma pratica, mostrando aos alunos, que € possivel trazer a
quimica para o cotidiano. O experimento envolve a parte ambiental, biolégica e a quimica
como sendo o principal responsavel por esses fendmenos e mostrando que os materiais
para esse experimento, podem ser facilmente encontrados (RAMOS, SILVA, 2012).

Esta atividade foi desenvolvida para aproximar a fungéo organica alcool da realidade, pois
além de aprendermos conceitos de fermentagao alcodlica ainda observa-se o processo de
obtencgao do alcool em sala de aula (RAMOS, SILVA, 2012).

A fermentacao alcodlica pode ser considerada como a oxidagao anaerodbica parcial da
glicose, por agao de leveduras, com a producao final de alcool etilico e gas carbbnico, além
de outros produtos secundarios (PIMENTA, 2007).

No experimento sera observado a formagao de gas carbénico como um dos produtos da
reacao de fermentacdo alcodlica, ficando armazenado dentro de um baldo, como
representado na Figura 10 (RAMOS, SILVA, 2012).

Com o experimento realizado é possivel que os alunos entendam que sacarose € um
dissacarideo, ou seja, formado pela ligagao glicosidica entre uma glicose e uma frutose, que
por acao de um catalisador, se hidrolisa na presenca da enzima invertase, liberando uma
molécula de agua e produzindo glicose e frutose, ambas monossacarideos (CeH120s).
Glicose e frutose sao substancias isoméricas, ou seja, apresentam a mesma férmula
molecular mas possuem arranjos geométricos diferentes (ABREU, MOTOKANE, 2005). A

figura 11, representa a hidrélise da sacarose, produzindo glicose e frutose.


http://www.infoescola.com/bioquimica/frutose/
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Figura 10: Formacgao do gas carbdnico como um dos produtos da fermentagéo
(In: SOUZA, 2011, p.3)

HO
ClEHEEDI 1 —_ CﬁHIEDﬁ + CﬁH]EDﬁ
SACATOSE invertase glicose frutose

Figura 11: Reacdo da sacarose que se hidrolisa na presenga da enzima invertase, produzindo glicose e
frutose (In: ABREU, MOTOKANE, 2005. p 9)

Sob acao da enzima zimase, os monossacarideos sao fermentados produzindo etanol e
gas carbdnico.
Durante a reacgao, ocorre intensa liberagdo de gas carbbnico, onde a solugao aquece-se e
ocorre a formagao de produtos secundarios como alcoois superiores, glicerol, aldeidos, etc.
A figura 12, representa o processo dos monossarideos fermentados, produzindo etanol e
gas carbodnico.
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ZIMAse

CﬁH|IDf, —> 2 C2H5DH + 2 CD:

glicose ou frutose etanol gis carbdnico

Figura 12: Processo em que os monossarideos sdo fermentados produzindo etanol e gas carbonico (In:
ABREU, MOTOKANE, 2005. p 9)

A liberagao de gas carbdnico é facilmente observada pela formacao de bolhas, o que causa
a impressdo de que esta em ebulicdo. Esse fendbmeno é conhecido como fervura fria
(ABREU, MOTOKANE, 2005). A figura 13, representa a reagao enzimatica na fermentacao

da sacarose da cana-de-agucar.

‘ £ B _. T )
Figura 13: Reacbes enzimaticas envolvidas na fermenta¢do da sacarose da cana- de-agucar
(In: FOGACA, 2017 p.4)

A atividade sera desenvolvida em sala de aula com alunos do 3° ano do ensino médio, com
uma experiéncia para produzir alcool a partir do caldo de cana.

De inicio sera dividido trés litros de caldo de cana em trés garrafas de refrigerante. Na
primeira garrafa, sera acrescentado trés colheres de cha de fermento biolégico, na segunda
trés colheres de sopa de agucar e na terceira ndo sera acrescentado nada. Logo depois,
na boca da garrafa, sera colocado uma bexiga e amarrado com o barbante para fechar o
sistema, ressaltando que isso sera feito com as trés garrafas esperando trés dias.

ApoOs esses dias, sera notado que na garrafa com fermento biolégico, havera formacéao de
um gas, sendo este o gas carbdnico, como um dos produtos da fermentagao alcodlica.
Este caldo contendo o fermento bioldgico sera transferido para uma garrafa de um litro de

vidro e colocado em banho maria. Um pedaco de mangueira sera acoplado na boca da
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garrafa e amarrado, a outra parte sera colocada dentro de uma garrafa de dois litros, onde

havera gelo dentro da mesma. Essa garrafa servira como o0 meu condensador, que apods a

agua do banho maria entrar em ebuligao, ira liberar goticulas de etanol.



6. MATERIAIS E METODOS

6.1 MATERIAIS

e Palha de cana de acgucar
e Acido sulfurico 72%

e Acido cloridrico p.a.

o Kitassato

e Funil

e Papel de filtro

e Bal&o volumétrico de 250 mL

e Cadinho de porcelana

e Dessecador

e Pipeta volumétrica de 3 mL

e Bal&o volumétrico 25 mL

e Frascos de plasticos

e Cadinho de filtro sinterizado n°2

e Tubo de ensaio

e Suporte para tudo de ensaio

e Bal&do volumétrico 50 mL

e Micro moinho tipo Willye modelo MA048
e Peneiras granutest, modelo ABNT 40 mesh, 50 mesh e 60 mesh.
e Balanca analitica M214Al

e Balanca analitica AY220

e Banho maria Tecnal, modelo TE-054

e Autoclave LS Logen scientific, modelo CS
e Estufa Tecnal, modelo te-397/4

e Espectrofotbmetro Femto, modelo Cirrus 80
e Mufla Quimis, modelo Q-318D24

e Bomba a vacuo tecnal, modelo te-058

e Estufa de ar forcado Marconi, modelo MA 035
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6.2 METODOS

6.2.1 Amostragem

A matéria prima utilizada foi a palha da cana de agucar proveniente de trés localidades
diferentes: Céandido Mota, Pedrinhas Paulistas e Ourinhos. As analises foram
realizadas em triplicada.

As palhas foram secas em estufa de ar forgado, picadas, em seguida, trituradas no
liquidificador e passadas no micro moinho tipo Willye e armazenadas no dessecador
para evitar a presenca de umidade. Apés a moagem, foram peneiradas a 40 mesh, 50

mesh e 60 mesh e armazenadas em frascos de plasticos fechados sob refrigeragao.

6.2.2 Determinagao do teor de umidade

Para anadlise do teor de umidade, os cadinhos foram previamente tarados e
adicionados 1,0 g da amostra. Em seguida, foram colocados na estufa a 105°C por 5
horas. Os cadinhos foram deixados no dessecador até que atingisse uma temperatura

ambiente e pesados novamente.

6.2.3 Determinagao do teor de cinzas

Para determinacao do teor de cinzas na palha da cana de acgucar, foi adicionado 1,0 g
da amostra em trés cadinhos de porcelana previamente tarados. Em seguida, os
cadinhos foram levados para a mufla a temperatura de 500° C por duas horas. Apds a
calcinagéo, os cadinhos foram esfriados no dessecador até temperatura ambiente e

pesados.
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6.2.4 Determinagao do teor de lignina insoluvel total

Foram pesados 0,3 g de palha de cana de agucar 40 mesh no tubo de ensaio e em
seguida adicionado 3 mL de acido sulfurico 72% e mantidos em banho maria por uma
hora a 35°C. Apos este tempo, a mistura foi aquecida em autoclave a 118°C por 1
hora, para promover a hidrélise total de oli e polissacarideos.

A analise foi repetida, utilizando 1,0 g da amostra de palha 40 mesh no tubo de ensaio
e em seguida, adicionado 10 mL de acido sulfurico 72% e mantidos em banho maria
por 1 hora, sendo meia hora a 50°C e o restante a 35°C. A mistura foi aquecida em
autoclave a 107°C por 1 hora.

Apods a hidrolise, a mistura foi filtrada em cadinho de Gooch previamente tarados. O
filtrado foi recolhido nos erlenmeyers. Os cadinhos foram colocados na estufa a
105°C por 1 hora, depois levados para o dessecador até que atingisse temperatura

ambiente e pesados.

6.2.5 Determinagao do teor de lignina soluvel

O filtrado recolhido nos erlenmeyers foram transferidos para baldo volumétrico de 50
mL Em seguida, foram armazenados em frascos de plasticos e guardados sob

refrigeracao.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO:

7.1 TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade foi determinado através da eq. (1), onde Pi é o peso inicial, somado com

0 peso da amostra e Pf o peso final apds a secagem.

% Umidade = [(Pi - Pf)] x100 (1)
PAmostra

A Tabela 3 apresenta a média do teor de umidade encontrado para as amostras de palha

da cana de agucar.

Amostra Média %
Ourinhos 8,46%
Pedrinhas Paulista 23,43%
Céandido Mota 7,05%

Tabela 3: Teor de umidade encontrado para as amostras de palha da cana de agucar

Quando a palha fica exposta na superficie do solo, influencia fortemente as atividades
microbianas no solo, promovendo maior infiltragdo da agua das chuvas e quando existe
maiores quantidade de agua retida no solo, menores sdo as oscilagées da temperatura do
solo, fazendo com que a palha, esteja mais submetida a elevados teores de umidade
(ARATANI, 2008).

O solo da cidade de Pedrinhas Paulista tem como caracteristica, Glei Pouco Humico. Neste,
as modificagbes sofridas pelos 6xidos de ferro existentes no solo (redu¢do) promovem seu

encharcamento fazendo com que retenha umidade durante periodos de tempo mais longos,
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0 que ndo acontece com o outros tipos de solo da regido. (LOPES, 2006).

A cidade de Candido Mota tem como caracteristica, um solo de terra roxa estruturada e
latossolo roxo, sendo bem drenados e de boa fertilidade, classificados como latossolo
vermelho. Ourinhos tem como caracteristica terra roxa de cultura, em que também existe
altos indices de produtividade em que trata-se de solo eminentemente rico em mineirais,
como a caulinita, sendo considerado como um dos principais componentes existentes no solo
em questao (ORTIZ, 2011).

O clima na cidade de Candido Mota e Ourinhos sédo considerados como clima tropical, ou
seja, verdao chuvoso de outubro a margo e inverno seco de abril a setembro, com isso, a
producdo de cana de agucar € realizada onde o indice de chuva é menor (DEMARCHI,
PIROLLI, 2015).

A figura 14 mostra o teor de umidade verificado neste trabalho e compara com os trabalhos
de, PADILHA et al (2016) e BIANCHINI (2004), 13,5% € 9,26% respectivamente.

No artigo de PADILHA et al 2016, a palha da cana de acgucar utilizada no trabalho, foi
proveniente da cidade de Sorocaba que tem como caracteristica latossolo vermelho-
amarelo com textura média argilosa. O clima é caracteristico de subtropical quente, onde o
inverno nao é muito seco e nao apresenta deficiéncias hidricas onde o desenvolvimento na
agricultura organica é forte (IKEMATSU, SILVA, 2006).

Pode-se observar, que o teor de umidade entres as cidades, tiveram valores bastante
expressivos, principalmente na cidade de Pedrinhas Paulista, onde o solo € umido, durante
parte do ano e em relagéo aos valores reportados dos artigos similares, o teor de umidade
de palha da cana de agucar, também apresentou uma diferenca bastante significativa,
sendo considerada elevado.

O teor de umidade de palha da cana de acucar nas cidades de Candido Mota e Ourinhos

nao demonstraram valores tao significativos comparando com os artigos similares.
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Figura 14: Comparacgéao do teor de umidade

7.2 TEOR DE CINZAS

O teor de cinzas foi determinado através da eq. (2) , onde Pi é o peso inicial, somado com

0 peso da amostra e Pf o peso final apds a calcinagao.

% Cinzas = 100 - [(Pi-Pf)] x100 (2)

Pamostra

A tabela 4, mostra a média dos resultados encontrados para a determinagéo do teor de

cinzas nas amostras de palha da cana de agucar.

Amostra Média %
Pedrinhas Paulista 5,63%
Céandido Mota 16,37%
Ourinhos 2,66%

Tabela 4: Teor de cinzas encontrado para as amostras de palha da cana-de-agucar

A maior quantidade de cinzas na palha da cana-de-agucar pode ser explicada por uma

possivel contaminacdo das amostras, pois, apés a colheita a palha fica depositada no
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campo sujeita a fatores climaticos. Outro fator que deve ser levado em consideragéo € a

maneira que essa palha foi colhida, o local e a genética da planta. Grande parte dos
teores de cinzas, provém das silicas que estao presentes na biomassa (PRATTO, 2015).
E necessario levar em consideracdo que quando a palha é colhida entre as canas e
folhas verdes, o teor de cinzas é entre 3% e 4% e quando a palha é colhida na superficie
do solo, a porcentagem de cinzas é de 7% a 8%, (SANTOS, et al 2014).

O teor de cinzas foi comparado com trabalhos similares, de acordo com a figura 15
(SANTOS et al, 2012), (PADILHA et al 2016), (SEYE, et al 2000) e (CARVALHO, et al,
2014), nos valores de 3,9%, 8,0 %, 7,0% e 7,91%, respectivamente.
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Figura 15: Comparacgéao do teor de cinzas

Houve uma diferenca significativa entre os teores de cinzas das amostras de palha
estudadas no presente trabalho, principalmente na cidade de Candido Mota em que a
média foi considerada maior, comparando também com trabalhos similares. A cidade de
Pedrinhas Paulista, apresentou o teor de cinzas mais proximo aos trabalhos reportados,
porém, na cidade de Ourinhos o baixo teor de cinzas esteve dentro somente dos parametros
empregados no artigo SANTOS et al (2012).

Nas respectivas cidades, as palhas foram colhidas manualmente sob a superficie do solo,

estando sujeitas a fatores climaticos que pudesse intervir no resultado final.
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Na cidade de Ourinhos, a palha da cana ficou exposta na superficie do solo por mais

tempo, pois, as analises foram realizadas quando a palha ja estava seca, podendo-se
observar uma grande quantidade de areia na amostra justificada pela contaminagéao de
terra. As amostras colhidas nas demais cidades, estavam com as folhagens
esverdeadas, indicando que estavam menos expostas ao tempo.

Existem teores de cinzas diferentes entre a palha coletada manualmente e da colheita
mecanizada, onde o teor de cinza para a palha da colheita mecanizada tem o valor maior
que o da colheita manual (PIRES, 2017).

Foram colhidas na superficie do solo, embora ndo se sabe, o quanto essa palha ficou

exposta no solo

7.3 TEOR DE LIGNINA SOLUVEL

A lignina soluvel foi quantificada apos hidrolise acida atingindo a presséo na

autoclave de 1,5 atm.

Foram realizadas leituras por espectroscopia ultravioleta a 215 nm e 280 nm, em
que a concentracao da lignina soluvel foi calculada de acordo com a eq.(3), onde
Al e Ac correspondem as absorbancias a 215 nm e 280 nm. CL corresponde a
concentragéo de lignina soltvel em g L' e foi convertida para porcentagem em
peso, considerando a massa inicial de amostra. Posteriormente, calculou-se a
porcentagem de lignina total, somando-se as fragdes de lignina klason insoluvel e

soltvel.

C (g/L)= 4,53 (Al - Ac) (3)
300

Devido a presenca de anéis aromaticos nas moléculas de lignina, a técnica de
espectrofotometria na regiao do ultravioleta é bastante adequada na determinagao
de lignina soluvel. Sendo assim, a concentracao de lignina soluvel foi determinada
empregando o filtrado obtido da hidrélise acida (FRANCISCO, 2007).

A tabela 5, mostra os resultados do teor de lignina soluvel, assim como as



absorbancias nos comprimentos de onda de 215 e 280 nm.

Amostra Replicata Leitura Leitura Lignina soluvel Média
215nm 280nm (g/L)
1 1,09 0,686 0,0061
Candido Mota 2 1,065 0,58 0,00732 1,84%
3 0,758 0,335 0,00639
4 0,566 0,4 0,002506
Pedrinhas
. 5 0,867 0,632 0,003548 0,94%
Paulista
6 0,933 0,651 0,004258
7 0,643 0,381 0,003956
Ourinhos 8 0,437 0,248 0,002854 0,9%
9 0,65 0,459 0,002884

Tabela 5: Determinacao do teor de lignina soluvel

Os teores de lignina soluvel nas amostras provenientes de Pedrinhas Paulista e
Ourinhos estiveram préximos entre si, enquanto que o apresentado pela amostra de
Candido Mota foi o dobro das anteriores.

O uso de acidos diluidos nao proporciona um inchamento adequado da regiao
cristalina da celulose, 0 que leva a uma baixa taxa de conversao celulose-agucar.
Para se alcancar taxas aceitaveis de conversédo da celulose a glicose, em tempos
razoavelmente curtos e com o uso de acidos diluidos, é necessario um incremento
na pressao e na temperatura, devido a inacessibilidade aos cristalitos de celulose, 0
que provoca a degradagao de uma quantidade consideravel de agucares e lignina
soluvel, levando a um baixo rendimento da hidrélise e da fermentacdo (ARAUJO,
2013).

Comparativamente aos trabalhos de SANTOS et al (2012) e PADILHA et al (2016),
16,7% e 19,01% respectivamente, as taxas encontradas de lignina soluvel em
hidrolises acidas encontradas aqui foram 15 a 20% menores. A figura 16, mostra a

comparacgao do teor de lignina soluvel das cidades com trabalhos similares.

42



20
18
16
14
12

10

.

Teor de lignina soluvel

B Candido Mota Pedrinhas Paulista Ourinhos Artigo 1 ®Artigo 2

Figura 16: Comparacao do teor de lignina soltvel

E considerado como acido diluido, concentragdes menores que 5% (m/v), e acido
concentrado, com concentracdes do acido maiores que 5% (m/v) (ARAUJO, 2013).
A hidrdlise com acidos concentrados, ao contrario da realizada com acidos diluidos,
ocasiona um intumescimento da celulose com consequente ruptura da mesma e
insignificante destruicdo da glicose. Por este motivo, este método proporciona
maiores rendimentos, mesmo em baixas temperaturas, no entanto, o custo com o
acido é relativamente alto, o que faz com que seja imprescindivel sua recuperagao,
um processo lento e de dificil desenvolvimento (ARAUJO, 2013).

O fator concentracdo do acido é de grande importancia, pois quando esta
concentragéo € elevada, a conversao de moléculas de celulose em hexoses ocorre
de maneira mais rapida (ARAUJO, 2013).

Nao se verificou uma correlagao direta desta com os teores de umidade e cinzas das
mesmas amostras. Desta forma, avalia-se que o processo de hidrélise nao tenha sido

eficiente e/ou homogéneo na abertura das células para deslignificagdo da estrutura.
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7.4 TEOR DE LIGNINA INSOLUVEL

A tabela 6, mostra a média dos resultado obtido na determinacao do teor de

lignina insoluvel, na palha da cana de agucar.

Amostra Replicata Lignina Média
Insoluvel

1 0,6288 o

Candido Mota 2 05832 98,16%
3 0,974
: 4 0,4927

PSSLH?Q? S 0,5696 | 99,06%
6 1,0047
7 0,7262

Ourinhos 8 1,1245 99,10%
9 0,6445

Tabela 6: Determinagéo do teor de Lignina Insoltvel

A presencga de lignina na biomassa é provavelmente uma das causas que mais afetam
a acessibilidade das enzimas a celulose.

A média do teor de lignina insoluvel, é calculado de acordo como os resultados das
amostras de cada cidade, tendo uma porcentagem média de 98,7% de lignina insoluvel,
indicando que a conversao de hidrélise foi baixa. Em relagdo a média entre as cidades,
houve valores aproximados do teor de lignina insoluvel.

Comparando com trabalhos similares, (SANTOS et al, 2012) e (PADILHA, 2016), 83,3%
e 80,99%, respectivamente, os teores de lignina insoluvel, tiveram valores diferentes
do esperado. (figura 17). A figura 18 mostra como ficou a palha da cana de agucar,

apos o processo de hidrélise da lignina insoluvel.
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Figura 17: Comparacéo do teor de lignina insoluvel

Figura 18: Amostra apos processo de hidrélise da lignina insoluvel
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8. CONCLUSAO

Conclui-se que os teores de cinzas e umidade determinados, diferenciaram
significativamente em relag&o a trabalhos similares.

E de extrema importancia eliminar ou remover grande parte da lignina para obter
rendimentos satisfatérios na etapa de hidrélises, porém, pode ser observado no respectivo
trabalho, que a taxa de conversao da lignina foi baixa, ndo tendo um resultado satisfatorio.
A temperatura no meio reacional foi alta, com isso, a producado de agucares € mais rapida,
ocasionando a degradagdo dos mesmos. Isto ocorre porque com o aumento da
temperatura, a reagao chega mais rapidamente a taxa maxima de agucares, entretanto, a
degradagao também ocorre de forma mais rapida.

A alta concentragao do acido sulfurico utilizado no trabalho e a ndo lavagem da palha da
cana de agucar no inicio das analises, sado fatores que devem ser levados em consideracgao,
como resultado ndo satisfatoério.

Sendo assim, os parametros empregados no tratamento hidrotérmico utilizado precisam ser
melhores dimensionados para que haja maior rendimento no processo, pois sdo essenciais

para a conversao de agucares fermentesciveis em etanol.
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