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RESUMO

Em relagdo a sustentabilidade, desafios cada vez maiores sdo enfrentados pela
sociedade atual e devido a escassez das reservas de petroleo e as mudangas climaticas, as
fontes de energia renovaveis tém-se apresentado como uma alternativa ao futuro do planeta.
Dentre as fontes de energia renovaveis, pode-se mencionar os biocombustiveis, que tém sido
bastante utilizados. No caso do Brasil, o mais proeminente ¢ o etanol, visto que o pais ¢
reconhecido mundialmente pela producdo desse combustivel. Entretanto, a produgdo de
acucar e de etanol de primeira geragao usa aproximadamente apenas um terco da energia total
da cana-de-agucar, pois aproximadamente dois ter¢os estdo na palha e bagago, fato que tem
despertado o interesse do setor sucroenergético em usar tais biomassas na produgao de etanol
de segunda geracdo. Uma vez consolidada a obten¢do de etanol 2G no Brasil, esta tera
potencial para aumentar a produtividade em até 50% em relacdo a producao atual. Porém,
alguns fatores ainda representam desafios a serem superados, para que a producao de etanol
de segunda geracdo seja implementada comercialmente e ganhe participacdo no mercado.
Pode-se citar, por exemplo, a existéncia de outras aplicagdes para os residuos lignocelulosicos
e o fato de que o processo produtivo exige algumas etapas que ndo estdo presentes na
producdo do etanol 1G (pré-tratamento e hidrolise da matéria-prima) e que necessitam do
dominio de tecnologias ainda ndo completamente desenvolvidas e que atualmente sdo
complexas, o que resulta em baixo rendimento na conversdo da matéria-prima, balanco
energético negativo e custo de produgdo elevado. Considerando o uso de cana-de-agucar, a
diferenga entre o custo de producdo do etanol 2G e do 1G pode alcangar R$ 0,30 por litro.
Dessa forma, com o intuito de romper as barreiras existentes a producao do etanol de segunda
geragdo, pesquisas tém sido realizadas, visando tanto o desenvolvimento de tecnologias de
producdo quanto a melhoria da matéria-prima utilizada. Por esses e outros fatores, o objetivo
geral desse trabalho ¢ realizar uma revisao bibliografica sobre o processo produtivo do etanol
de segunda geracdao. Os objetivos especificos sdo: apresentar as matérias-primas usadas,
descrever os principais métodos de pré-tratamento em uso, discorrer sobre a etapa de hidrolise
e descrever a fermentagao do hidrolisado.

Palavras-chave: Etanol de segunda geracao, lignocelulose, bagago de cana-de-agucar.



ABSTRACT

In relation to sustainability, increasing challenges are faced by actual society and due
to the scarcity of the oil reserves and climate changes, the renewable energy sources have
presented themselves as an alternative to the future of the planet. Among the renewable
energy sources, it can mention biofuels, which have been quite used. In the case of Brazil, the
most prominent is ethanol, since the country is worldwide acknowledged for the production of
this fuel. However, the sugar production and of first generation ethanol uses only about one-
third of the total energy of the sugarcane, because approximately two-thirds are in the straw
and bagasse, fact that has aroused the interest of the sugar and energy sector in using such
biomass in the second generation ethanol production. Once the 2G ethanol obtention is
consolidated in Brazil, it will have potential to increase the productivity in up to 50% in
relation to the current production. However, some factors still represent challenges to be
overcome, so the second generation ethanol production is commercially implemented and
gains market share. It can cite, for example, the existence of other applications for the
lignocellulosic waste and the fact that the productive process requires some steps that are not
present in the 1G ethanol production (pretreatment and hydrolysis of the raw material) and
which need the domain of technologies that are not yet completely developed and which are
currently complex, which results in low yield in the conversion of the raw material, negative
energy balance and high production cost. Considering the use of sugarcane, the difference
between the production cost of the 2G and 1G ethanol can reach R$ 0.30 per liter. Thus, in
order to break the existing barriers to the second generation ethanol production, researches
have been carried out, aiming at both the development of production technologies and the
improvement of the raw material used. For these and other factors, the general objective of
this work is to make a bibliographic review about the second generation ethanol productive
process. The specific objectives are: to present the raw materials used, to describe the main
pretreatment methods in use, to talk about the hydrolysis step and to describe the fermentation
of the hydrolyzate.

Keywords: Second generation ethanol, lignocellulose, sugarcane bagasse.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS

1.1 - Contexto energético atual

A atual sociedade tecnoldgica possui desafios cada vez maiores no que diz respeito a
sua sustentabilidade. Um dos setores que mais tém buscado solugdes para tal problema ¢ o de
geracdo de energia, isto porque a demanda energética tem aumentado ano ap6s ano. Para ter-
se ideia da situagdo, apenas no Brasil, de acordo com o Balango Energético Nacional
publicado em 2014 pela Empresa de Pesquisa Energética, o consumo total de energia (ndo
refere-se apenas a energia elétrica, mas sim a todas as formas de energia utilizadas,
independentemente da finalidade) passou de 215.498 tep (toneladas equivalentes de petrdleo)
em 2004 para 282.560 tep no ano de 2013, o que representa um incremento de mais de 30%
em pouco menos de dez anos (DUPONT et al., 2015).

Desta forma, levando-se em consideragdo a escassez das reservas de petroleo e as
mudancas climaticas, as fontes renovaveis de energia tém-se apresentado como importantes
alternativas ao futuro do planeta (DRABER, 2013). Tal fato tem contribuido para que seu uso
receba cada vez mais incentivos, sendo destaque em politicas publicas, que fundamentam-se
na reducao da dependéncia de combustiveis fosseis e na diminuicdo da emissao de gases do
efeito estufa (SOUZA, 2010).

E possivel perceber o significativo avanco das fontes renovaveis de energia quando
analisa-se a Figura 1.1, que mostra como a oferta interna de energia no Brasil encontrava-se
distribuida no balanco energético do ano de 2015, ano base 2014. Observa-se que 74,5% da
energia interna ofertada eram renovaveis, assim como a contribuicdo da biomassa foi maior

do que a dos proprios derivados de petroleo, 7,3% frente a 6,9%, respectivamente.
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Figura 1.1 - Oferta interna de energia no Brasil, ano base 2014 (BRASIL, 2015a).

Dentre as fontes renovaveis de energia, pode-se citar os biocombustiveis, que tém
sido bastante utilizados atualmente.

A Figura 1.2, por exemplo, apresenta o avanco na producao mundial de alguns
biocombustiveis, mais especificamente, 6leo vegetal hidrotratado, biodiesel e etanol, desde o
ano de 2000 até 2013.

Rilhdes deLitros
Total do Mundo

120 1165 Bilhdes de Litros

100 @ Oleo Vegetal Hidrotratado (HVO)
B Biodiesd
Etanol

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figura 1.2 - Produ¢@o mundial de 6leo vegetal hidrotratado, biodiesel e etanol - 2000
a 2013 (REN21, 2014).



Observando-se os dados apresentados acima, percebe-se que ao longo dos anos
houve um aumento significativo na producdo dos biocombustiveis analisados. Para ter-se uma
no¢do melhor, apenas do final de 2012 para o final de 2013, a produgdo de biodiesel
aumentou de 23,6 bilhdes de litros para 26,3 bilhdes de litros e a de etanol, de 82,6 bilhdes de
litros para 87,2 bilhdes de litros (REN21, 2014). Tal tendéncia reflete o fato de que o uso de
fontes renovaveis de energia tem-se tornado cada vez mais frequente.

Devido as suas caracteristicas, o biodiesel mostra-se como uma fonte renovavel de
energia viavel na substituicdo do diesel de petroleo. Entretanto, no Brasil, o biocombustivel
com maior destaque ¢ o etanol, que tem como principal vantagem em relagdo aos
combustiveis derivados do petrdleo a menor poluicdo gerada pela sua combustao (RAMOS,
2003 apud ULHOA, 2013).

De acordo com CARVALHO et al. (2013), os primeiros estudos com dalcool
combustivel no Brasil ocorreram no inicio da década de 1920, o que contribuiu para que o
setor de cana-de-agucar ficasse mais estavel, pois neste periodo o agucar perdia espago no
mercado externo. Em 1931, o governo federal decretou a lei n° 19.717, tornando-se
obrigatoria a adicao de alcool a gasolina importada (com uma propor¢ado inicial de 5%), o que
tinha como intuito regularizar a situagdo do setor agucareiro que encontrava-se em uma
grande crise, o que acabou culminando também na criagdo, em 1933 pelo governo de Getulio
Vargas, do Instituto do Acticar e Alcool (IAA).

Em 14 de novembro de 1975 foi criado o Programa Nacional do Alcool (Proalcool),
que teve como objetivos contribuir com o desenvolvimento das técnicas e melhoria das
matérias-primas utilizadas no processo de produgdo de alcool etilico. Na primeira etapa, de
1975 a 1979, o foco do Proalcool foi a obtencdo de alcool etilico anidro para ser adicionado a
gasolina (ANDRADE et al., 2009). Na etapa seguinte, a atencdo voltou-se para o etanol
hidratado, usado puro nos motores (LEME, 2004 apud CARVALHO et al., 2013).

Atualmente, o Brasil ¢ reconhecido tanto na producdo de cana-de-agtcar, quanto na
producdo de agtcar e etanol. Com relagdo a producdao de cana-de-agucar e de agtcar, € o
maior produtor do mundo. Na safra de 2016/2017 obteve 657,18 milhdes de toneladas de cana
e 38,69 milhdes de toneladas de agucar. No caso do etanol, o pais ¢ o segundo maior produtor
(o primeiro lugar ¢ ocupado pelos Estados Unidos). Na safra de 2016/2017, atingiu uma
producdo de 27,8 bilhdes de litros, sendo 11,07 bilhdes de litros de etanol anidro e 16,73
bilhdes de litros de etanol hidratado (CONAB, 2017; UNICA, 2015).

Entretanto, a produ¢do de agucar e de etanol de primeira geracdo, também conhecido

como etanol 1G, usa aproximadamente apenas um ter¢o da energia total disponivel na cana-



de-agticar, obtida por meio de seu caldo. Esta informacdo indica, portanto, que em torno de
dois ter¢os da energia da planta encontra-se nas suas palhas e bagaco. Como geralmente
apenas 70% do bagaco gerado no processamento da cana sdo queimados nas caldeiras das
usinas para geracdo de energia, isto origina um excedente deste residuo, fato que tem
despertado o interesse do setor sucroenergético em utilizar o bagaco restante na produgao de
etanol de segunda geragdo, também chamado de etanol 2G, agregando tecnologias
sustentaveis ao seu processo produtivo (BASTOS, 2007; CANILHA, 2010; CONAB, 2011
apud ARAUJO et al., 2013).

A proporgao entre suco, bagaco e palha na composi¢do e distribuicao de energia da
cana-de-actcar, assim como o destino dado a cada um destes materiais, encontra-se
representada de forma esquematica na Figura 1.3, elaborada pela Unido da Industria de Cana-

de-Agucar (UNICA).

A FRONTEIRA TECNOLOGICA
DA CANA-DE-AGUCAR

AcUC .

Fonte: UNICA.

w 3 wmica

Figura 1.3 - Composi¢do da cana-de-aglicar em termos de suco, bagaco e palha
(UNICA apud RIBEIRO, 2013).

A Figura 1.4, por sua vez, trata-se de um diagrama, elaborado pelo novaCana, que
mostra como a quantidade de energia, inicialmente presente na cana limpa, distribui-se entre

seus componentes, acucar, bagago e palha.
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608.000 kcal - 35,4% do total
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165 kg de Palha — 15% umidade
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Figura 1.4 - Diagrama dos potenciais energéticos da cana-de-agucar (International
Sugar Jornal/DEDINI apud NOVACANA, 2017a).

Observando-se o diagrama, ¢ possivel notar que o bagaco e a palha da cana
representam uma fonte energética com grande potencial de uso, totalizando, para cada
tonelada de cana limpa, 1.110.000 kcal disponiveis. Desta forma, a producdo de etanol de
segunda geragao apresenta-se como uma forma de aumentar a disponibilidade de energia por
meio do uso de fontes renovaveis, sem a necessidade de expandir a area agricultavel, pois

representa uma alternativa para o uso energético da biomassa.

1.2 - Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo definidos como combustiveis produzidos a partir de
biomassa (matéria organica), de origem vegetal ou animal, e que sdo biodegradaveis. As
principais fontes de produ¢do sdo: cana-de-acucar, milho, soja, semente de girassol, madeira e
celulose (BRASIL, 2007).

Tais combustiveis podem ser produzidos tanto na forma liquida quanto gasosa e s@o
empregados principalmente na area de transportes. Na forma liquida incluem, por exemplo, o
metanol, etanol, butanol e o biodiesel, podendo ser utilizados em veiculos, locomotivas,
motores elétricos, turbinas ou células a combustivel. J4 na forma gasosa, compreendem os
gases hidrogénio e metano (DEMIRBAS, 2008).

Os biocombustiveis tém representado um grande e crescente interesse, pois seu uso
reduz a emissdo de gases que contribuem com o efeito estufa e, consequentemente, diminui o
aquecimento global. Além disso, esta fonte de energia pode representar uma alternativa ao uso

do petréleo (ROSA; GARCIA, 2009). Outra vantagem ambiental ¢ a possivel reducdo das



emissOes de gases e particulas que causam prejuizos a saide humana e ao meio ambiente,
como por exemplo, monoxido de carbono, hidrocarbonetos e 6xidos de enxofre e nitrogénio
(URQUIAGA et al., 2005).

J& uma desvantagem dos biocombustiveis é que a sua produgdo enfrenta uma
limitacdo fundamental: baseia-se em plantas que exigem extensas areas de cultivo. Dessa
forma, podem surgir conflitos de terra para producdo de biocombustiveis ou alimentos
(ROSA; GARCIA, 2009).

No que diz respeito a realidade Brasileira, GOLDEMBERG et al. (2008b), por sua
vez, afirmaram que o uso de novas areas pela agricultura voltada para a producao de energia
tem ocorrido sem competicdo com a agricultura de alimentos. Além disso, relataram que ha
uma grande disponibilidade de terras com pastagens degradadas, podendo ser utilizadas no
cultivo de cana-de-acucar, o que ainda ira beneficiar o pecuarista, que pode ter um aumento
na rentabilidade de sua propriedade, assim como melhorar a condig@o de fertilidade do solo.

Outro ponto muito discutido € que os diversos artigos na imprensa e trabalhos
cientificos publicados ndo abordam a quantidade de combustiveis fosseis usados na produgao
dos biocombustiveis e ¢ exatamente esta relacdo entre a energia contida no biocombustivel
produzido e a energia fossil empregada no seu processo de produgdo (agricola e industrial)

que fornece o balango energético do combustivel (URQUIAGA et al., 2005).

1.3 - Etanol

O etanol ¢ caracterizado como um combustivel, que pode ser obtido tanto por meio
de processos petroquimicos e carboquimicos quanto pelo uso de biomassa. Entretanto, o
etanol possui algumas caracteristicas que o diferenciam dos combustiveis convencionais que
sdo derivados do petréleo. Neste sentido, pode-se citar o significativo teor de oxigénio, que
constitui aproximadamente 35% em massa do etanol, e sua combustdo mais limpa, mesmo
quando em mistura com a gasolina (BNDES; CGEE, 2008).

Seu uso como combustivel pode ocorrer na forma hidratada, para carros movidos
exclusivamente a alcool ou para os classificados como flex fuel, e na forma anidra, na qual ¢é
adicionado a gasolina em uma propor¢ao maxima de 27% (BRASIL, 2007, 2015b).

Também chamado de alcool etilico, ¢ um composto orgéanico, oxigenado e de
formula quimica C;HsOH. A obtencdo de bioetanol ocorre por meio da fermentagdo de
produtos agricolas (ANDREOLI; SOUZA, 2006 apud SOUZA, 2010; GOLDEMBERG et al.,
2008a).



A Figura 1.5 deixa clara a vantagem ambiental do uso do etanol como combustivel
veicular frente a outros combustiveis, pois ela mostra exatamente como a emissao de gases
considerados poluentes atmosféricos reduziu com a implementacdo do etanol no mercado de

combustiveis ao longo dos anos, desde 1980 até 2000.
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Figura 1.5 - Redugdo das emissdes de veiculos novos no Brasil (Elaborado com base
em IBAMA, 2006 apud BNDES; CGEE, 2008).

Entretanto, vale ressaltar que o desenvolvimento tecnologico dos motores também

contribuiu com a redu¢ao da emissao dos poluentes pelos veiculos (BNDES; CGEE, 2008).

1.3.1 - Etanol de primeira gerac¢ao

Combustiveis de primeira geracdo incluem biodiesel e etanol e sdo produzidos a
partir do processamento de amido, dleo vegetal, gordura animal ou agucar. No caso do etanol
de primeira geragdo, sua producdo baseia-se no uso de cana-de-agUcar, beterraba, trigo,
mandioca e milho (CARVALHO et al., 2013).

No Brasil, o etanol ainda ¢ obtido majoritariamente por meio da fermentagdo do
acucar contido na cana, extraido pelo uso de moendas. Porém, destilarias que fermentam
apenas o caldo de cana tém-se tornado minoria. Denominadas de destilarias autdonomas, estas
tém sido transferidas para usinas de acucar, passando a fermentar tanto o caldo quanto o
melago, subproduto de uma das etapas de fabricagdo de agucar, a cristalizagdo da sacarose. A

vantagem que ha no uso do melago na fermentacdo ¢ que além dele conter aproximadamente



90% de BRIX, dos quais 60% sdo acucares redutores, ainda possui elementos necessarios para
que a fermentacdo ocorra sem a adicao de nutrientes (ANDRIETTA et al., 2006).

A selecdo da cana-de-agticar como matéria-prima para a produgdo do etanol possui
dois motivos principais: o rendimento energético, que ¢ considerado satisfatério, e a propria
realidade brasileira, pois como visto, o Brasil ¢ um dos lideres de mercado e tecnologia dessa
cultura (BERNARDO NETO, 2009).

O processo de fermentacdo pode ser representado pela Equacao 1.1, que descreve a

reacdo quimica global entre sacarose e agua, a qual origina etanol e didoxido de carbono:
C]szzO]] + HQO - 4C2H5OH(aq) + 4C02(g) + energia (1.1)

As reagdes independentes, que resultam na reagdo global anterior, estdo
representadas pelas Equagdes 1.2 e 1.3. Na primeira reacdo a sacarose ¢ hidrolisada em
glicose e frutose. Estas, por usa vez, como sdo agucares fermentesciveis, originam o etanol
apods a fermentagao, representada pela segunda reagao.

Ci12H2,011 + H,O = C¢H 1,06 + CsH 1206 (12)

2C6H1206(aq) - 4C2H5OH(aq)+ 4C02(g) + energia (1.3)

De forma simplificada, a Figura 1.6 apresenta as principais etapas envolvidas na

producdo do etanol 1G e de agucar a partir da cana-de-agucar.

Vapor
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Figura 1.6 - Processo simplificado da producgdo de etanol de primeira geracdo e de
acucar, considerando-se o uso do bagago para cogeragdo de energia (ZANARDI; COSTA
JUNIOR, 2016).




Conforme ja mencionado, o rendimento energético da producao de agucar e de etanol
1G ¢ de aproximadamente apenas 30% do total de energia presente na planta, o que tem como
justificativa o fato de que somente a sacarose ¢ aproveitada como insumo para esse fim, sendo
o bagaco ¢ a palha da cana usados em outras atividades, por exemplo, cogeracdao de energia

(BERNARDO NETO, 2009).

1.3.2 - Etanol de segunda geraciao

O etanol de segunda geracdo tem como matéria-prima a lignocelulose, componente
que encontra-se presente na constituigdo de residuos de origem vegetal. Desta forma,
vantagens ambientais e econdmicas surgem ao se investir neste novo biocombustivel,
tornando a sua produg¢do bastante atraente (CARVALHO et al., 2013). Um exemplo dessas
vantagens compoe o caso do Brasil, em que a producdo de etanol de segunda geracao
representa a possibilidade de aumentar a produgdo de etanol sem expandir a area plantada em
cana-de-actcar, por meio do uso do bagaco e palha da cana (JARDINE et al., 2009).

De acordo com MILANEZ et al. (2015), a obtencao de etanol de segunda geragao no
Brasil, uma vez concretizada, possui potencial para aumentar a produtividade em até 50%
com relacdo a producdo atual. Tal resultado ¢ possivel em razdo da capacidade energética de
materiais lignoceluldsicos, que teoricamente permitem produzir, para cada 10 milhdes de
toneladas de biomassa seca, 600 milhdes de galdes de etanol, o que significa
aproximadamente 227,12 L/tonelada, e isto considerando apenas a fracao celulosica do
material (PEREIRA JR. et al., 2008 apud SANTOS, 2012). Mais especificamente para o
bagaco de cana seco, o rendimento varia entre 158 L/tonelada e 335 L/tonelada (CARPIO;
SOUZA, 2017). Em termos de comparagdo, o rendimento da cana-de-agucar para a producao
de etanol de primeira geracdo ¢ de aproximadamente 90 L/tonelada, do milho de 460
L/tonelada e da beterraba, de 100 L/tonelada (BNDES; CGEE, 2008; MACHADO; ABREU,
2006 apud MANOCHIO, 2014).

Porém, alguns fatores ainda representam desafios a serem vencidos, para que a
produgao de etanol de segunda geragado seja implementada de forma comercial e ganhe espago
no mercado.

Por exemplo, no que diz respeito a producdo de etanol de segunda geragado a partir da
biomassa advinda do setor sucroenergético, tanto o bagago excedente das usinas quanto a

palha da cana-de-agtcar possuem nos dias atuais outras aplicagdes muito rentaveis.
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No caso da palha, como ja existe a possibilidade de seu recolhimento por meio da
execucdo da colheita mecanizada, sendo possivel retirar em torno de 50% do material
presente na area de plantio, esta tem sido utilizada para a cogeracdo de energia juntamente
com o bagaco, aumentando o potencial energético do setor de agucar e energia
(NOVACANA, 2016a; SILVA et al., 2016).

Também tem-se como aplicagdo para os residuos da producdo de agucar e etanol de
primeira geragdo a obtencdo de pellets de biomassa. Hoje, os pellets de biomassa de madeira
dominam a industria, mas a aposta de empresas do setor sucroenergético € que ocorra um
salto global no consumo deste produto (de 25 milhdes de toneladas para 40 milhdes) nos
proximos cinco anos. Como o Brasil € o maior produtor de cana, possui a capacidade de
fabricagdo de, aproximadamente, 80 milhdes de toneladas de pellets feitos de bagaco,
suficientes para atender toda a demanda (NOVACANA, 2016a).

No que tange a cogeracdo de energia, ¢ possivel ter maior nog¢do da capacidade
energética desses residuos da cana-de-agucar analisando-se alguns dados obtidos pelo Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC). As pesquisas mostraram que para cada tonelada de colmo
de cana, obtém-se, em base seca, 140 kg de bagaco e 140 kg de palha. Como essas biomassas
possuem um poder calorifico muito proximo, nas condi¢des de operagao das caldeiras usadas
no setor, alcancou-se uma produ¢do de 0,4 MWh por tonelada de bagaco (50% de umidade) e
0,7 MWh por tonelada de palha (15% de umidade). Dessa forma, seria possivel obter 27,5
TWh de energia elétrica por ano usando-se o bagago e 50% da palha da cana, o que equivale a
duas vezes e meia a geragao média da Usina de Belo Monte (11,2 TWh) (SILVA et al., 2016).

Em razdo desse potencial, o uso do bagago e da palha de cana na geracdo de energia
elétrica tem representado uma oportunidade estratégica para o sistema energético brasileiro,
principalmente durante os periodos em que os reservatorios de dgua das hidrelétricas
apresentam-se com seus niveis mais baixos, permitindo que a energia elétrica produzida seja
complementada com a bioeletricidade (CARPIO; SOUZA, 2017). Tal cenario fica claro
observando-se a Figura 1.7, na qual ¢ possivel notar o crescimento continuo da bioeletricidade

como fonte de eletricidade.
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Figura 1.7 - Geragao de eletricidade por fonte no Brasil (GWh) (CARPIO; SOUZA,
2017).

Contudo, mesmo com todas as vantagens para as usinas em focarem no uso da
biomassa remanescente dos seus processos produtivos para a cogeragao de energia ao invés da
producdo de etanol de segunda geragao, a ANEEL exige que as centrais geradoras de energia
elétrica que utilizam bagago de cana-de-agicar como fonte de combustivel tenham um
potencial maximo, que ¢ de 2.420 MW (MARIANI FILHO, 2006).

Assim, por causa do uso de processos cada vez mais eficientes, o setor
sucroenergético tem-se tornado um grande gerador de excedentes de energia elétrica, o que
viabiliza ainda mais o uso do material lignoceluldsico restante na produgdo de agucares
fermentesciveis (rota quimica e bioldgica) ou na gaseificagdo deste material e posterior
sintese de combustiveis liquidos (rota térmica) (RABELO, 2010).

Outro fator limitante do avango do etanol de segunda geragdo ¢ que,
independentemente da sua fonte de matéria-prima, seja bagaco e palha de cana ou qualquer
outro material lignoceluldsico, devido ao seu processo produtivo exigir algumas etapas que
ndo encontram-se presentes no processo do etanol de primeira geracdo, sua producdo
necessita do dominio de tecnologias ainda ndo completamente desenvolvidas e que hoje sdao
complexas, apresentando baixo rendimento na conversdo da matéria-prima em bioetanol,
balango energético negativo e custo de produgdo elevado. Essas tecnologias estdo associadas
aos processos de deslignificagdo e as etapas de hidrolise (JARDINE et al., 2009).

Em razdo desta peculiaridade existente na produ¢do do etanol de segunda geracao,
seu custo de producdo ainda ¢ superior ao do etanol de primeira gera¢do, ndo apresentando

competitividade financeira. Por exemplo, considerando o uso de caldo de cana-de-agtcar,
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enquanto o etanol 1G apresenta custo de produgao de R$ 1,20 por litro, o etanol 2G custa R$
1,50 por litro. Entretanto, as estimativas indicam que a partir de 2021 os custos do etanol de
segunda geracdo irdo reduzir (CNPEM, 2015).

A produgdo de etanol de segunda geragdo, de forma geral, engloba quatro principais
etapas: pré-tratamento da biomassa, hidrolise com producdo de agucares fermentesciveis,
fermentagdo dos aglicares e, por fim, a separagdo do produto por destilagio (ARAUJO et al.,
2013).

Estes passos podem ser observados na Figura 1.8, na qual nota-se a presenca das
duas etapas extras do processo 2G com relagdo ao processo 1G: o pré-tratamento da matéria-

prima e a hidrolise.

Material
Pré-tratamento ST
[Iignocelulésico] E> [ ] E>
[ Etanol ] <:| [ Destilagdo ] <:|

Figura 1.8 - Processo simplificado da produc¢dao de etanol de segunda geragdo
(NUNES et al., 2013).

A Figura 1.9, por sua vez, ¢ um comparativo entre trés rotas que baseiam-se em
diferentes matérias-primas para a producao de bioetanol. A primeira delas usa biomassa
acucarada, mais comumente cana-de-acucar e beterraba, a segunda usa fontes amilaceas (por

exemplo, milho, trigo e mandioca) e a terceira, biomassa lignoceluldsica.
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Figura 1.9 - Comparacgao entre diferentes rotas tecnoldgicas de producdo de bioetanol
(BNDES; CGEE, 2008).
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Dessa forma, com o intuito de romper as barreiras existentes a producao de etanol
2G, muitas pesquisas tém sido realizadas, buscando tanto o desenvolvimento de tecnologias
de producao quanto a melhoria da matéria-prima utilizada.

Ao redor do mundo, um nimero cada vez maior de pesquisadores, estimulados por
politicas de pesquisa voltadas para o aumento da produtividade no setor bioenergético,
encontram-se atuando nesta area (MARQUES, 2009 apud ARAUJO et al., 2013). Entretanto,
apesar de apenas recentemente as pesquisas terem sido intensificadas, a busca por processos
que permitissem a obtengdo de etanol lignoceluldsico ja ¢ antiga.

A ideia de extrair alcool a partir de madeira, por meio de sua hidrdlise e fermentacao,
por exemplo, foi publicada em 1819. Em 1894 um tratamento de serragem com acidos
diluidos a alta pressdo foi realizado, rendendo de 7,5 a 9 litros de alcool a cada 100 kg de
madeira seca. Em 1910, implantou-se em larga escala, na América do Norte, a produgdo de
alcool a partir de serragem, mais especificamente serragem de pinus (BOULLANGER, 1924
apud SILVA, 2012).

No Brasil, os estudos sobre etanol 2G iniciaram-se em 1970, quando o pais buscou
tecnologia ofertada pela ex-Unido Soviética, iniciando-se o projeto COALBRA, que contou
com a instalagdo de uma usina experimental em Uberlandia, com capacidade para 30 mil

L/dia, a qual utilizava como matéria-prima a floresta de eucalipto existente no tridngulo
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mineiro. Porém, por causa de diversos fatores, o processo ndo foi satisfatéorio (LIMA;
MARCONDES, 2002; SCHLITTLER; PEREIRA-JUNIOR, 2008 apud SILVA, 2012).

Desde entdo, muitas pesquisas, iniciativas publicas e também privadas tém sido
desenvolvidas com o intuito de tornar o etanol lignocelulésico um biocombustivel
competitivo. Como exemplo, pode-se citar o Plano Conjunto BNDES-Finep de Apoio a
Inovagdo Tecnoldgica Industrial dos Setores Sucroenergético e Sucroquimico - PAISS, que
disponibilizou recursos para a implementacdo de plantas comerciais de etanol de segunda
geracdo (MILANEZ et al., 2015).

Atualmente, o Brasil possui duas usinas de produgao de etanol 2G. A primeira entrou
em operagdo em setembro de 2014. Chamada de Bioflex 1, trata-se de uma unidade industrial
da empresa GranBio e encontra-se instalada no municipio de Sao Miguel dos Campos,
Alagoas. Sua capacidade de producao ¢ de 82 milhdes de litros de biocombustivel por ano
(GRANBIO, 2017).

Em julho de 2015, a empresa Raizen inaugurou a segunda usina de etanol 2G, a
Unidade Costa Pinto, em Piracicaba (SP). Somando-se a construgdo da usina e a instalagao
dos equipamentos necessarios, o investimento foi de quase R$ 250 milhdes (NOVACANA,
2017c).

Entretanto, a situagdo destas usinas ainda nao ¢ a mais favoravel possivel. Na
GranBio, o avango do planejamento montado apos o inicio da produgdo do etanol 2G tem
apresentado atrasos. De acordo com a empresa, o cronograma de investimentos e de metas de
producdo do biocombustivel foi modificado devido aos problemas tecnologicos e a crise
econdmica, mas espera que em 2019 seu etanol de segunda geragdo encontre-se competitivo
assim como o de primeira geracdo (NOVACANA, 2017b).

Na Raizen, a visao ¢ semelhante, pois mesmo com o fato de que até o momento o
etanol de segunda geracdo ndo possui um volume de produgdo significativo, acredita que o
aproveitamento da biomassa continua sendo uma op¢ao para mudar o futuro do setor
sucroenergético e, assim, a companhia sinaliza que pode renovar suas apostas no etanol 2G.
Neste sentido, a meta da empresa para a produgdo da safra 2017/2018, ¢ de 15 a 20 milhdes
de litros, montante superior ao dobro do que foi registrado na safra anterior, quando a
producdo ficou em apenas 7,1 milhdes de litros. Entretanto, estas novas perspectivas
continuam inferiores a capacidade instalada, de 42 milhdes de litros (NOVACANA, 2017c).

Além destas duas usinas brasileiras, ainda existem mais cinco usinas produtoras de
etanol de segunda gera¢do, distribuidas entre Canada (Enerkem), Estados Unidos da América

(Abengoa, Dupont e Poet-DMS) e Italia (BetaRenewables) (NOVACANA, 2016b).
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Para o BNDES, independentemente de todas as dificuldades existentes, o Brasil ¢
pioneiro na area, em razdo tanto do grande numero de projetos em execu¢do quanto por
oferecer biomassa barata e apresentar previsdo de crescimento das lavouras de cana-energia

(CNPEM, 2016).

1.4 - Objetivo geral

Diante da andlise dos fundamentos apresentados anteriormente, a qual evidencia as
atuais necessidades do planeta no que refere-se as fontes de energia, e devido ao interesse que
tem surgido na produc¢do em escala comercial do etanol de segunda geragdo, o presente
Trabalho de Conclusdao de Curso tem como objetivo geral realizar uma revisao bibliografica

sobre o processo produtivo deste biocombustivel.

1.5 - Objetivos especificos
Ja os objetivos especificos sdo:
1 - Apresentar as matérias-primas usadas na producao de etanol de segunda geragao;
2 - Descrever os principais métodos de pré-tratamento empregados;

3 - Discorrer sobre a etapa de hidrolise;

4 - Descrever a etapa de fermentagdo do material hidrolisado.
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CAPITULO 2

MATERIAS-PRIMAS EMPREGADAS

2.1 - Materiais lignocelulosicos

Os materiais lignocelulosicos consistem em uma matéria-prima com potencial para
diferentes fins, desde a cogeragdo de energia, producao de etanol 2G, até a obtencao de outros
produtos usados em diversos segmentos industriais, isto porque sdo renovaveis, abundantes e
apresentam baixos custos (BINOD et al.,, 2010; DEMIRBAS, 2003; YAMASHITA et al.,
2008 apud SANTOS, 2012).

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo compreendidas em sua maioria por materiais
agroindustriais, residuos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e gimnospermas
(COUGHLAN; MCHALE, 1988 apud NUNES et al, 2013). Dentre estas, materiais
agroindustriais possuem o maior destaque, visto que apresentam-se na forma de residuos
gerados apds o processamento de diferentes matérias-primas (NUNES et al., 2013).

Alguns exemplos de residuos agricolas classificados como materiais lignocelulosicos
sdo o bagaco e a palha de cana-de-agucar, cascas, gramineas e residuos florestais, que sao
comumente queimados ou descartados, mas possuem caracteristicas desejaveis para serem
aplicados na producao de etanol de segunda geracao (JARDINE et al., 2009).

Como a maioria das matérias-primas lignoceluldsicas usadas industrialmente trata-se
de residuos de outras atividades, surgem vantagens de sua aplicagdo. Pode-se citar os residuos
agroindustriais e florestais, que sdo empregados na produ¢do de biocombustiveis, produtos
quimicos e de energia, visto que a sua disponibilidade soluciona o problema de acumulo de
residuos e ainda evita que solos e rios sejam contaminados (NUNES et al., 2013).

A Tabela 2.1 apresenta, além das ja citadas, mais algumas matérias-primas

lignoceluldsicas e também mostra detalhes da composi¢ao de cada uma delas.
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Tabela 2.1 - Composi¢do quimica de diferentes biomassas lignocelulosias (GOMEZ
et al., 2010 apud SANTOS, 2013).

Biomassa lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40 - 44 30-32 22 -25
Bagaco de cana 32-48 19 - 24 23-32
Madeira dura 43 - 47 25-35 16 - 24
Madeira mole 40 - 44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,30
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 433 26,4 16,3
Forragem de milho 38 -40 28 7-21
Fibra de coco 36 - 43 0,15-0,25 41 - 45
Fibra de bananeira 60 - 65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27 - 38 14 -19

Observando-se a tabela anterior, ¢ possivel notar que as fontes de compostos
lignoceluldsicos com caracteristicas favoraveis a producao de etanol 2G incluem diferentes
tipos de materiais, podendo ser bastante variadas.

Entretanto, os residuos lignocelulosicos mais promissores para emprego em
bioprocessos sdo o bagaco de cana, a palha de arroz, de milho e de trigo, provenientes da
América do Sul, Asia, Estados Unidos e Europa, respectivamente (CHENG et al., 2008;
KADAM; McMILLAN, 2003 apud SANTOS, 2012). O potencial produtivo de alguns destes
residuos pode ser observado na Tabela 2.2, a qual mostra a producao de etanol a partir da
fragdo celulosica contida na matéria-prima. Nesta tabela, nota-se que a conversao de celulose

em etanol para a palha de cana, palha de trigo e bagago de cana ¢ superior a 80%.



18

Tabela 2.2 - Capacidade produtiva de etanol de segunda geracao no Brasil a partir de
algumas biomassas lignoceluldsicas em fun¢do da porcentagem de celulose, do seu potencial
de conversdao em etanol e da produc¢do anual de cada matéria-prima (NUNES et al., 2013).

Conversao de Producio Producio de
Residuo Celulose (%) celulose em residual anual bioetanol (L)
etanol (%) (toneladas)

Palha de cana 39 85! 208° milhdes 87,38 bilhoes
Palha de trigo 35 89° 6’ milhdes 2,37 bilhdes
Palha de arroz 38 80° 3* milhdes 1,15 bilhdes

Bagago de cana 43 89* 208’ milhdes 100,88 bilhdes
Pseudocaule de 46 61° 50" milhdes 17,78 bilhdes

bananeira

Fonte: 1 - Silva (2009); 2 - Santos, F. et al. (2012); 3 - Monteiro et al. (2010); 4 -
Silva (2009); 5 - Silva (2009); 6 - Rocha et al. (2011); 7 - Ferreira-Leitao et al. (2010); 8 -
Mayer et al., 2006; 9 - Rocha et al. (2011); 10 - Rosa et al. (2011).

Com relagdo a sua estrutura, os materiais lignocelulosicos sdo compostos por
celulose, hemicelulose, lignina, extrativos, cinzas e outros componentes menos
representativos (LIMA, 2013). A celulose e a hemicelulose, que sdo os mais significativos,
consistem em aproximadamente 70% da biomassa total e sdo formadas por polimeros de
monomeros de agucares fermentesciveis, ja a lignina ¢ constituida por material polifendlico
(LIMA, 2013).

A Figura 2.1 mostra de forma geral como ¢ a disposicao da celulose, hemicelulose e

lignina na estrutura da parede celular dos compostos lignocelulésicos.

Figura 2.1 - Visdo geral da parede celular vegetal (MURPHY; MCCARTHY, 2005
apud BERNARDO NETO, 2009).
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2.1.1 - Celulose

A celulose ¢ um composto polimérico que possui como unidade basica de repeticdo a
celobiose, que por sua vez trata-se de um dimero de glicose, cujas moléculas encontram-se
unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4. Formada por muitas camadas unidas por forgas
de Van der Waals, a funcdo da celulose €, portanto, dar forma e oferecer suporte e protegdo as
células vegetais. Em sua estrutura existem varios grupos hidroxila interligados por ligacdes de
hidrogénio, tanto intra quanto intermoleculares (PIETROBON, 2008 apud ARAUJO et al.,
2013). Na Figura 2.2 ¢ possivel observar a estrutura da celulose e também as ligacOes

existentes entre os grupos hidroxila.

Figura 2.2 - Polimero de celulose com as ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares (JARDINE et al., 2009).

As cadeias de celulose, também chamadas de fibrilas elementares, possuem estrutura
rigorosamente ordenada, existindo duas regides, a cristalina e a amorfa. A regido cristalina
apresenta as moléculas dispostas de forma ordenada, enquanto a regido amorfa possui uma
orientagdo menor entre as moléculas e, dessa forma, ¢ hidrolisada mais facilmente (FENGEL;
WEGENER, 1989 apud LIMA, 2013).

A trama de celulose ¢ formada pela agregacdo de intimeras fibrilas, sendo que cada
fibrila surge da unido de aproximadamente 250 microfibrilas, as quais sdo formadas pelas
fibrilas elementares, pequenos nimeros de feixes de molécula de celulose, que por fim, ¢
constituida por varias moléculas de glicose (FENGEL; WEGENER, 1991 apud SANTOS
2012).

Pode-se, de forma geral, identificar a celulose pela sua formula molecular bruta,

(CeH190s)n, em que n representa o nimero de moléculas de glicose, que pode ser de até
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15.000 unidades, indicando o grau de polimerizacdo da celulose, o qual influencia a
resisténcia de sua estrutura (MACHADO, 2009).

Nao apenas o grau de polimerizacdo da celulose varia, mas também o grau de
cristalinidade, assumindo valores de 50 a 70%, que dependem da origem da celulose e
processo de obtengdo. Por meio de difracdo de raios X, medidas mostram que a cada 500
Angstrons de regido cristalina, surgem regides amorfas, que devido a maior area superficial
apresentam maior facilidade de penetracdo de agua em suas fibras e, portanto, menor
resisténcia as agoes externas (JARDINE et al., 2009). A Figura 2.3 representa como as regides

cristalinas e amorfas encontram-se dispostas na estrutura da celulose.
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Figura 2.3 - Regides cristalinas e amorfas na estrutura da celulose (KLOCK, 2013).
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2.1.2 - Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo muito importantes na constituicdo da parede celular das
plantas, isto porque encontram-se ligadas as microfibrilas de celulose, 0 que promove a sua
elasticidade e impede que elas se toquem (RAMOS, 2003). Assim como a celulose, as
hemiceluloses sdo polissacarideos, entretanto classificadas como heteropolissacarideos, pois
sdo constituidas por diferentes unidades de agucares pertencentes aos grupos das pentoses,
hexoses, acidos hexourdnicos e desoxiexoses (SANTOS, 2012).

Esses polissacarideos sdo formados, principalmente, por cadeias poliméricas
ramificadas, cujo grau de polimeriza¢do varia de 100 a 200 unidades de agucares, que
incluem: glicose, galactose, manose, xilose, ramnose e arabinose. Estas sdo amorfas, possuem

baixa massa molecular e podem ser lineares ou ramificadas. Além disso, as hemiceluloses
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podem ter em sua composicdo a presenga de acidos organicos, como o acido glucurdnico
(LIMA; RODRIGUES, 2007).

As hemiceluloses apresentam-se divididas em quatro polissacarideos nao celuldsicos,
xilanas, mananas, galactanas e galacturonanas, que possuem suas unidades monossacaridicas
unidas por ligagdes do tipo glicosidicas (SZENGYEL, 2000 apud SANTOS 2012).

A Figura 2.4 apresenta as estruturas dos principais monossacarideos que compdem as

hemiceluloses e a Figura 2.5 mostra a estrutura geral de uma hemicelulose.

-OH

(4)

Figura 2.4 - Monossacarideos constituintes da hemicelulose. (1) D-glicose, (2) D-
galactose, (3) L-arabinose, (4) D-xilose, (5) D-manose, (6) 4-O-metil-D-glucurdnico, (7) L-
ramnose (SJOSTROM; WESTERNARK, 1999 apud PITARELO, 2013).
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Figura 2.5 - Estrutura molecular de uma hemicelulose (ROSA; GARCIA, 2009).

Por causa de sua constituicdo heterogénea, a hemicelulose ¢ o componente da parede
celular mais susceptivel a hidrolise, o que facilita a obtencdo de actcares fermentesciveis
como a xilose, que por sua vez pode originar diferentes produtos de interesse, dentre eles, o

etanol (LIMA, 2013).
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2.1.3 - Lignina

A lignina ¢ outro composto de extrema importancia para os vegetais, pois atua como
agente adesivo e confere rigidez e firmeza a sua estrutura de celulose, assim como representa
uma barreira contra a degradacdo enzimatica e microbiana da parede celular (FENGEL;
WEGENER, 1989 apud RAMOS, 2003). Além disso, possui importante fun¢do no transporte
de 4gua, nutrientes e metabolitos. Uma vez degradada libera compostos fendlicos, alcodis
aromaticos e aldeidos (LIMA, 2013).

Este composto encontra-se depositado juntamente com os carboidratos na parede
celular das plantas, formando ligacdes covalentes com os monossacarideos da hemicelulose
(CARVALHO, 2011).

Em termos estruturais, trata-se de um polimero completamente amorfo e de
composi¢do complexa, sendo, majoritariamente, formado por compostos aromaticos e de
elevado peso molecular, insolivel em agua e muito resistente as reacdes quimicas (BETINI,
2006; CELULOSE ONLINE, 2007 apud MACHADO, 2009).

A unidade basica de repeticdo da lignina ¢ o fenilpropano e este ¢ formado pela uniao
de alcoodis do tipo hidroxicinamilicos, mais especificamente o alcool cumarilico, o coniferilico
ou ferrtlico e o sinapilico, conectados por diferentes ligacdes (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009
apud DRABER, 2013). A proporcao desses trés mondmeros varia entre as espécies de plantas,
assim, o grupo aromatico caracteristico da lignina pode ser o p-hidroxibenzil (derivado do
alcool p-cumarilico), o guaiacil (derivado do alcool coniferilico) ou o siringil (derivado do
alcool sinapilico) (RAMOS, 2003). As estruturas desses alcoois encontram-se representadas

na Figura 2.6.

Cadeia lateral Cadeia lateral Cadeia lateral

HO %OCHg =29.52%
*
OCH, OCH,4
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico
Anel guaiacilico Anel siringilico
5 sitios ativos 4 sitios ativos 3 sitios ativos

Figura 2.6 - Principais precursores da lignina (MARTINS, 2005).
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J& a Figura 2.7 mostra a estrutura da lignina.
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Figura 2.7 - Representacao da estrutura da lignina (ROSA; GARCIA, 2009 apud
DRABER, 2013).

Portanto, como a estrutura bioquimica da lignina, diferentemente da celulose e
hemicelulose, nao possui moléculas de agucares, esta ndo ¢ empregada na producao de etanol
de segunda geracao (PEREIRA JR. et al., 2008 apud ANDRADE, 2014). Porém, visto que a
lignina apresenta uma estrutura rica em compostos aromaticos, mostra-se como fonte de valiosos
insumos para a induastria quimica, valendo ressaltar apenas que a sua aplicacdo subsequente
depende do processo utilizado para separd-la dos demais componentes lignocelulosicos (D’
ALMEIDA, 1988 apud ANDRADE, 2014; SANTOS, 2011).

De forma geral, além do uso energético, pode-se citar como possiveis aplicagdes para
a lignina seu emprego na industria de cimento e concreto, em pastilhas de ragdo animal, na
indtstria de pesticidas, em lamas de producdo de petrdleo, na producdo de dispersantes,
emulsificantes e agentes umectantes em geral, como micronutriente agricola, em atividades
antimicrobianas, em baterias 4cidas de chumbo, no tratamento de dgua e agentes de limpeza
industrial, na industria de fertilizantes, na induastria de polimeros, ceramicos, corantes e
pigmentos, na produ¢do de resinas fendlicas, como adsorvente natural, na obtengdo de
vanilina, na fabricacdo de adesivos para madeira, como retardador de chama, como agente de

liberagdo lenta para os produtos agricolas e farmacéuticos, como surfactante, como
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antioxidante, como extensor de asfalto e nos setores de pintura, revestimento e pavimentagao
(SANTOS, 2011).

Assim, tal fato tem representado uma oportunidade do processo de producdo de
etanol de segunda geracdo utilizar a lignina obtida como uma fonte de recursos financeiros
mais efetiva do que a sua simples queima para cogeracdo de energia, o que pode compensar
0s maiores custos existentes nas etapas de pré-tratamento e hidrdlise para obtengdo do etanol
2G e, por consequéncia, permitir que este entre no mercado com um prego compativel com o

do etanol de primeira geracao.
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CAPITULO 3

PRINCIPAIS METODOS DE PRE-TRATAMENTO

O pré-tratamento ¢ realizado com o intuito de aumentar a area superficial da
biomassa, elevar a sua porosidade e reduzir a cristalinidade da celulose (SANTOS, 2012). Isto
porque a lignina envolve a superficie celuldsica, impossibilitando o acesso dos agentes
promotores da hidrdlise as fibras. Com o pré-tratamento do material lignocelulosico, a sua
estrutura cristalina € quebrada, a lignina ¢ removida e, por consequéncia, a celulose e
hemicelulose ficam expostas as acdes externas (OGEDA; PETRI, 2010).

A depender das condicdes nas quais o pré-tratamento ¢ realizado, além da separacao
dos constituintes da lignocelulose, também ¢ possivel viabilizar a hidrdlise seletiva da
hemicelulose, que origina no meio pentoses que sdo diretamente fermentesciveis (LIMA,
2013).

O resultado da execugdo deste processo encontra-se representado na Figura 3.1.
/ Lignina

/ /... Celulose

Pré-tratamento 7 _.
s AN o

Figura 3.1 - Efeito do pré-tratamento na estrutura da lignocelulose (SANTOS et al,,
2012).

A fase de pré-tratamento ¢ uma das mais relevantes em termos de custos diretos e,
além disso, ainda influencia nos custos tanto de etapas anteriores, preparacdo da matéria-
prima, por exemplo, quanto nos custos de etapas posteriores, no caso, a hidrolise,

fermentacdo, purificacdo de produtos intermedidrios, tratamento de residuos, agitagdo
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mecanica, consumo de energia, etc. (LEE et al., 1994; LYND et al., 1996; MOSIER et al.,
2003 a, b apud DRABER, 2013).

Devido a grande contribuicdo com os custos do processo, esta etapa deve ter elevado
rendimento, seletividade, simplicidade operacional, seguranca, higiene industrial e atributos
ambientais, consumir poucos insumos quimicos, energia e utilidades (BAUDEL, 2006).

Além desses fatores, também deve ser observado se o pré-tratamento origina fibras
reativas, mantém a fracao hemiceluldsica util e ndo libera compostos inibidores da hidrolise e
fermentagao realizadas posteriormente (LYND, 1996 apud SILVA, 2012).

O processo de obtengdo de etanol 2G pode ser feito sem o pré-tratamento da matéria-
prima, entretanto a eficiéncia das etapas subsequentes, hidrélise e fermentacdo, aumenta
consideravelmente com a realizacdo do mesmo (McMILLAN, 1994 apud SANTOS, 2012).
Isto porque quando a biomassa ¢ hidrolisada sem submissdo ao pré-tratamento, obtém-se um
rendimento menor que 20%, o que ¢ devido as suas caracteristicas estruturais (alta
cristalinidade, baixa porosidade, revestimento por lignina, etc.) (HAMELINCK et al., 2005
apud ARAUJO et al., 2013).

O pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos ¢ feito por meio de métodos
quimicos, fisicos, biologicos ou até mesmo de uma combinagdo destes. O procedimento
utilizado depende do grau de separagdo entre celulose, hemicelulose e lignina que ¢ requerido,
assim como do fim proposto apds a separacdo, ou seja, do processo selecionado para
realizagdo das etapas de hidrolise e fermentacao (DRABER, 2013).

Pode-se perceber o impacto da realizagdo do pré-tratamento da biomassa quando a
diferenca estrutural existente entre o material submetido ao pré-tratamento € o que ndo passa
por tal procedimento ¢ analisada. A Figura 3.2, por exemplo, apresenta micrografias
eletronicas de varredura de folhas de palmeira, sem pré-tratamento e apos diferentes tipos de

pré-tratamentos.
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Figura 3.2 - Micrografias Eletronicas de Varredura (MEV) para folhas de palmeira
sem pré-tratamento (A) e submetidas a diferentes tipos de pré-tratamento, termo-hidroélise (B),
acido (C) e alcalino (D) (HONG et al., 2008 apud SUAREZ, 2014).

Apbs observa-la, verifica-se a importancia da execug¢do do pré-tratamento do
material lignoceluldsico, pois este permite alterar a estrutura da biomassa de forma que sua
area superficial e sua porosidade aumentem e, portanto, seus componentes tornem-se mais
expostos ao processo posterior de hidrolise, facilitando a atuagdo dos agentes promotores de
tal etapa, sejam eles bioldgicos ou quimicos.

O Quadro 3.1 mostra os quatro métodos de pré-tratamento utilizados e uma breve
descricdo de cada um deles, tanto no que diz respeito aos principais fatores responsaveis pelas

alteragdes estruturais da biomassa quanto ao tipo de mudanca que ¢ causada.



Quadro 3.1 -

Métodos

de pré-tratamento de

materiais

(SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996 apud RABELO, 2010).
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lignocelulosicos

Métodos Operages (fatores) que ocasionam Tipo de mudanca Referéncias
mudanca na estrutura do substrato
Moagem e trituragdo (bola, energia Aumento da area superficiale (AZUMA et al,
vibratéria, rolo duplo, pressdo, tamanho dos poros da 1985; KOULLAS
martelo); radiagdo (raios de elélrons, particula, diminui¢do do grau et al., 1992;
Fisico raios gama, micro-ondas); altas de polimerizagéo. RAMOS et al,
temperaturas (pirdlises, explosdo a 1993b).
vapor).
Bases, acidos, gases, agentes oxidantes Deslignificacdo, diminuigdo (BES et al., 1989;
Quimico e redutores, solventes organicos. do grau de polimerizacdo e FARID etal., 1983;
crislalinidade da celulose SZCZODRAK et
associada com o inchago da al., 1986).
amostra, aumento da
porosidade.
Bolor branco (Plewrorus, Deslignificacdo e redu¢do do (MES-HARTREE
Biologico Pycnoporus, Ischnoderma, Phiebia, grau de polimerizacdo da et al., 1987; ROLZ
etc.). celulose e hemicelulose. etal., 1986).
Tratamento alcalino associado com Degradagdo da hemicelulose, (PURI; PEARCE,
Combinado  explosdo a vapor, moagem deslignificago, aumento da 1989).

acompanhada com tratamento alcalino

ou tratamento acido.

area superficial e tamanho

dos poros.

Ja a Tabela 3.1 apresenta os principais pré-tratamentos existentes para cada método

(fisico, quimico, bioldgico e combinado) e um resumo de suas caracteristicas operacionais

basicas.
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Tabela 3.1 - Principais pré-tratamentos de material lignocelulosico e suas descri¢des
(Elaborado com base em HAMELINCK et al., 2005 apud BNDES; CGEE, 2008).

Tempo de Rendimento de
Processo Descricio reacao xilose Custo”
Fisicos
Explosdo de vapor A biomasea triturada & tratada com vapor 1-10 min 45%-65% -
(zaturado, 160°-260 °C) seguide de uma
rapida descompressdo
Termondrolize Utiliza &gua quente a alta pressfo (pressdes 30 min 88%0-98% -
acima do ponto de saturagfo) para hidrolisar
a hemicelulose
Quimicos
Hidrolize dcida Por meio do uso de dcidos sulfimico, 2-10 min T3%4-00% +
clonidrico, ou nifrico, concentrados  ou
diluidos
Hidrolize alcalina  Pelo uso de bases, como hidroxados de sodie 2 min 60%%-75% +
ou caleio
Organosolv Uma mustura de um solventz orginico 40-60 mm T0%-80%%
(metanol, bicetancl e acetona, por exemplo)
com um catalisader acido (H,50., HCI) &
usada para quebrar as ligagdes intermas da
lignina & da hemiceluloze
Biologico Utilizagde de fungos para solubilizar a
lignina.  Geralments, €& utlizado em
combinacio com outros processos
Combinados
Explosdo de vapor  Adigie de Hp304 (ou 30y ou CO:; ma 1-4 min 8% -
catalizada explosfo a vapor pods aumentar 2 eficiéncia

Afex (ammonia

fiber explosion)

Explosdo de CO,

da hidrolize enzimética, diminuir 2 produgdo
de compostos imibidores e promover uma
remogdo mais completa da hemicelulose

ligmda =z alta
temperatura e pressdo por um certo periodo
seguida de uma

Exposigio 2 amdnia

de  tempo, rapida
descompressio

Similar a explosdo de vapor

50%-90%%

*Q sinal + indica efeito vantajoso (menor custo).

Por sua vez, o Quadro 3.2 fornece uma no¢do quanto as vantagens, desvantagens e

caracteristicas composicionais de alguns tipos de pré-tratamento.
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Quadro 3.2 - Alguns tipos de pré-tratamento de material lignoceluldsico e suas
caracteristicas, vantagens e desvantagens (Adaptado de SANTOS et al, 2012 apud

BRONZATO, 2016).
Pré- Caracteristicas composicionais Vantagens Desvaniagens
fratamentos
Celulose Hemicelulose Lignina
Intensiva
diminuicio
"y Moinho de Reducio de Alto consumo
Fisico do grau da Niio remove Nio remove .
bolas o cristalinidade de energia
cristalini- =
dade
Diificil
Pouca Pouca remocio, Condighes recuperagio
Acido despolimeri B0-100% de Mas ocorre médias, alta do dcido,
diluido ) iﬁn ) remogio mudanca da produgio de COITOSIVD &
¥ estrutura xilose relativamente
CUSLOSD
. Reagente de
Quimico Considerivel . =
Hidrdxido Inchacio Considerdvel . Remocho efetiva alto custo,
. , . solubilizaciio, .
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Os pré-tratamentos indicados anteriormente e que sdo mais usados serdo, a seguir,

apresentados com mais detalhes, mas atengdo maior serd dada ao pré-tratamento por explosao

a vapor, isto porque este ¢ o processo mais consolidado até o momento, tanto na area

académica quanto na industrial.

3.1 - Pré-tratamentos fisicos

Os pré-tratamentos fisicos possuem como objetivo principal tornar a area superficial

da celulose maior, reduzindo seu grau de cristalinidade, o que facilita a realiza¢ao da etapa de
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hidrolise. Esse tipo de processo tem como caracteristica, na maioria das vezes, alto consumo

de energia (SANTOS et al., 2012).

3.1.1 - Explosao a vapor

Um dos mais relevantes pré-tratamentos com relagdo a viabilizacdo do processo
produtivo de etanol 2G ¢ a explosdo a vapor, que possui como foco separar os componentes
da lignocelulose (celulose, hemicelulose e lignina) e aumentar a suscetibilidade a hidrolise
(PITARELO et al., 2012).

Para que isto seja possivel, os materiais lignoceluldsicos sao, inicialmente, tratados
em um reator com vapor, a pressao e temperatura elevadas (geralmente na faixa de 160 a 240
°C), durante um tempo de aproximadamente 20 minutos. Apos isso, a pressao ¢ reduzida, o
que causa uma mudanga repentina na temperatura, levando a ruptura das ligagdes entre a
lignina, hemicelulose e celulose e a solubilizagao da hemicelulose (TENGBORD et al., 2001
apud DRABER, 2013).

Essa descompressao ¢ feita a partir da rdpida abertura da valvula do reator,
permitindo que o seu conteido seja encaminhado para um tanque aberto, a pressdo
atmosférica. As consequéncias da descompressao na estrutura da biomassa surgem pelo fato
de que uma vez em contato com o material a ser pré-tratado, o vapor penetra em suas fibras e
condensa, ficando a agua liquida formada em equilibrio com o vapor a alta pressao nao
condensado, mas, durante a descompressao, por causa da redugdo subita da pressao, esta agua
evapora, resultando em uma verdadeira explosdo das fibras de biomassa (ALLEN et al., 2001;
BABCOCK, 1932; MASON, 1926 apud SAAD, 2010).

A explosdo causa ndo so a separagdo dos constituintes da lignocelulose, mas também
a hidroélise dos polissacarideos por auto-hidrolise, principalmente a hemicelulose, que ¢ mais
suscetivel a reagdo, e a degradagdo da lignina (CHEN et al., 2008 apud OLIVEIRA, 2010).

Sob o efeito da temperatura e pressdo, os grupos acetila nas hemiceluloses sdo
hidrolisados a &cido acético, que apds ser produzido atua como catalisador da quebra das
ligagcdes existentes entre a lignina e os carboidratos, provocando a solubilizacdo das
hemiceluloses, que podem ser removidas por extracdo aquosa. Por sua vez, a fragdo insoluvel
em agua contém celulose e lignina, ja parcialmente modificada e que pode ser, quase que por
completo, removida por extragdo com alcali, etanol ou dioxano (PITARELO, 2013).

Além de monossacarideos, também sdo obtidos a partir da explosdo a vapor

oligdbmeros, de alta e baixa massa molar, e outros subprodutos, como hidroximetilfurfural,
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furfural e acido levulinico, advindos das reagoes de hidrolise e desidratagdo das hemiceluloses
e da celulose (RAMOS, 2003).
A Figura 3.3 mostra com um pouco mais de detalhes os efeitos do processo de

explosdo a vapor nas estruturas da celulose e hemicelulose discutidos anteriormente.
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Figura 3.3 - Hidrolise de 4-O-metil-glucuranoxilana e celulose. (1) Arabinose, (2)
xilose, (3) xilo-oligdmeros acetilados, (4) xilo-oligdmeros de grande massa molecular, (5)
oligossacarideos, (6) glicose, (7) celobiose, (8) celo-oligdbmeros, (9) furfural, (10)
hidroximetilfurfural, (11) 4cido levulinico, (12) furano, (13) 4cido furdico. Acido formico e
acido acético também sdo formados (RAMOS, 2003).

O processo de explosdo a vapor possui duas vantagens significativas: custo de
operacdo inferior ao dos processos de pré-tratamento quimico e aumento da disponibilidade
da celulose a etapa subsequente de hidrélise. Com relacdo aos custos, a diferenga estd no fato
de que os pré-tratamentos que baseiam-se no uso de compostos quimicos consomem grande
quantidade de agua, o que exige um sistema de aquecimento do reator mais caro (SAAD,

2010).
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3.1.2 - Termo-hidrolise

O principio da termo-hidrélise ¢ o mesmo da explosdo a vapor, estando a diferenca
apenas no fato de que agua quente e pressurizada ¢ utilizada ao invés de vapor. Uma
desvantagem desse processo ¢ o grande consumo de agua (BERNARDO NETO, 2009).

J4 uma vantagem da termo-hidrolise é que devido a injecdo de agua, a solubilizagdo
da hemicelulose obtida por esse processo ¢ maior que a verificada na explosdo a vapor,
reduzindo o risco de degradacdo do furfural e de precipitacao da lignina (LASER et al., 2002
apud DRABER, 2013). Além disso, o rendimento em termos de recuperacao da xilose, que
varia de 88 a 98%, ¢ maior do que na explosdo a vapor, na qual este encontra-se entre 45 e
65%, o que torna a termo-hidrélise um processo ambiental € economicamente atrativo

(HAMELINCK et al., 2005 apud DRABER, 2013).

3.2 - Pré-tratamentos quimicos

Os tipos de pré-tratamentos quimicos diferenciam-se pelos compostos utilizados,
assim como pelos mecanismos responsaveis pelas modificagdes estruturais e quimicas da
parede celular. Os mesmos podem usar acidos, bases ou solventes organicos (BRODEUR et

al.,, 2011 apud CHEMMES et al., 2013).

3.2.1 - Pré-tratamento acido

Também chamado por alguns autores de hidrolise 4cida, utiliza como reagente para o
pré-tratamento da biomassa, por exemplo, solugdes de acido acético, acido cloridrico, acido
nitrico e 4cido sulfurico. Destas, a mais empregada tem sido a solu¢do de acido sulfurico. A
funcdo do acido da solug¢do ¢ reagir com a celulose, desfazendo a sua estrutura cristalina e
levando-a para o estado amorfo (BRONZATO, 2016).

O pré-tratamento acido pode ser feito de duas maneiras: com &cido concentrado
(temperatura baixa e alta concentragdo de acido) e com 4cido diluido (alta temperatura e baixa
concentracio de 4cido). Acidos fortes sdo mais eficientes na quebra do complexo
lignoceluldsico do que acidos fracos, mas sdo mais toxicos e apresentam uma recuperaciao
mais dificil (SATYANAGALAK SHMI et al., 2011; TAHERZADEH; KARIMI, 2008 apud
BRONZATO, 2016).
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3.2.2 - Pré-tratamento alcalino

Enquanto o pré-tratamento acido promove a hidrolise da fracdo hemicelulosica, o
pré-tratamento alcalino, também chamado de hidrélise alcalina, é empregado visando,
principalmente, a remoc¢do da lignina, levando a destruicdo da estrutura lignoceluldsica e a
separacao das ligagdes entre lignina e carboidratos, o que reduz os graus de polimerizagdo e
cristalinidade e aumenta a porosidade das matérias-primas lignoceluldsicas (SUN; CHENG,
2002 apud SANTOS, 2012).

Neste tipo de pré-tratamento, as condigdes utilizadas sdo brandas, ou seja,
temperatura e pressao baixas e as substancias quimicas mais aplicadas sdo o hidroxido de

sodio e o hidréxido de calcio (MOISER et al., 2005 apud BERNARDO NETO, 2009).

3.2.3 - Organosolv

O processo de pré-tratamento conhecido como organosolv consiste no uso de uma
mistura aquosa formada por organosolventes, ou seja, solventes organicos e catalisador acido,
mais comumente acido cloridrico ou acido sulfurico. A a¢do dessa mistura no material
lignocelul6sico leva a quebra tanto da estrutura da lignina quanto da hemicelulose (DRABER,
2013).

Os solventes organicos mais usados sdo: metanol, etanol, acetona, etileno e glicerol.
Apobs o pré-tratamento, estes solventes sao drenados do reator, evaporados, condensados e
reciclados. Essa remocdo ¢ necessaria tanto para a redug¢do de custos quanto porque os
organosolventes possuem potencial inibitdrio ao desenvolvimento dos microrganismos
durante a fermentacdo (HAMELINCK et al., 2005 apud DRABER, 2013).

Um importante exemplo pratico da aplicacdo do pré-tratamento organosolv ¢ o
processo conhecido como DHR (Dedini Hidrolise Rapida). No DHR, o proprio etanol é usado
como organosolvente (SOARES; OLIVERIO, 2008).

O objetivo desse processo € facilitar o acesso a celulose, ap6s uma réapida dissolucdo
da lignina pelo etanol. Como apresenta expressiva velocidade de formacdo de aglcares, o seu
rendimento é favorecido (SOARES; OLIVERIO, 2008). Durante sua realizagio, o DHR
desestrutura completamente a matriz formada pela lignina, hemicelulose e celulose, pois além
de dissolver a lignina, também hidrolisa a hemicelulose e expde a celulose a a¢do do acido

empregado (JARDINE et al., 2009).
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As condic¢des operacionais tipicas do DHR sdo: solugdo de etanol a 75% e 4cido
diluido (por exemplo, solugdo com 0,25 a 0,5% de é4cido sulfurico), temperatura entre 180 e
200 °C e pressao entre 25 e 28 bar. Em tais condigdes, o rendimento encontra-se em torno de
65% (RIBEIRO, 2013). Ja o tempo de duracdo da hidrolise da fracdo celuldsica devido a
atuacdo do acido sulfurico varia entre 10 e 15 minutos (JARDINE et al., 2009). A Figura 3.4

apresenta um esquema simplificado de como ¢ realizado o processo DHR.
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Figura 3.4 - Representagdo do processo DHR (SOARES; OLIVERIO, 2008).

3.3 - Pré-tratamentos biolégicos

Conforme mencionado anteriormente, enquanto o0s pré-tratamentos quimicos
baseiam-se na aplicagdo de substancias especificas, os processos de pré-tratamento biologico
utilizam microrganismos, principalmente fungos, para tornarem a estrutura do material
lignoceluldsico mais acessivel aos agentes promotores da hidrélise. Por tratar-se da aplicagao
de seres vivos, as condigdes de pressdo e temperatura sdo brandas e a necessidade de energia ¢
pequena (SANCHEZ; CARDONA, 2008 apud BERNARDO NETO, 2009).

A atuacdo desses microrganismos da-se a partir da secrecdo de enzimas
extracelulares que permitem a remog¢do de grande parte da lignina da biomassa. Os principais
agentes promotores de tal processo sdo os fungos de decomposi¢cdo branca, que produzem
enzimas como a lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e a lacase (BONONI, 1997;
CHAGAS; DURRANT, 2001; CLOETE; CELLIERS, 1999 apud BORTOLAZZO, 2011).

A principal desvantagem desse procedimento e que inviabiliza sua aplicagdo
industrial é o tempo de reagdo elevado (SANCHEZ; CARDONA, 2008 apud BERNARDO
NETO, 2009). J4 uma importante vantagem identificada, ¢ o alto grau de especificidade na

degradacdo da estrutura da lignocelulose, o qual é conseguido por meio do uso de
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microrganismos seletivos, o que previne a produgdo de substancias toxicas e inibitorias das

etapas de hidrdlise ou fermentacdo (BRONZATO, 2016).

3.4 - Pré-tratamentos combinados

Os processos de pré-tratamentos combinados sdo assim chamados por tratarem-se de
combinacdes dos pré-tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos ja desenvolvidos. Destes, o

principal € a explosdo a vapor catalisada.

3.4.1 - Afex (ammonia fiber explosion)

O processo ¢ realizado em um reator que opera sob condigdes mais intensas de
pressao e temperatura (160 a 180 °C), no qual ha a introdugcdo tanto do material
lignoceluldsico quanto da solugdo de amdnia, que encontra-se entre 5 e 15 °C. Apos a reacdo,
¢ feito um rapido resfriamento e descompressao da solucio (BERNARDO NETO, 2009).

Alguns pontos fracos deste processo e que dificultam o seu uso sdo: elevado custo da
amonia, que deve ser recuperada para que o procedimento tenha viabilidade econdmica, e
degradacao dos agucares, o que prejudica as etapas posteriores (MOISER et al., 2005 apud
DRABER, 2013). Além disso, apresenta baixo rendimento para materiais lignocelulosicos

com elevado teor de lignina (BERNARDO NETO, 2009).

3.4.2 - Explosao a vapor catalisada

Este procedimento consiste na realizagdo da explosdao a vapor, conforme visto
anteriormente, mas com a adicdo principalmente de acido ou didoxido de carbono,
responsaveis por reduzir a formag¢ao de inibidores das etapas posteriores de hidrélise e
fermentag¢do e ainda melhorar o aproveitamento da xilose (HAMELINCK et al., 2005 apud
BERNARDO NETO, 2009).

3.4.2.1 - Explosao de CO;,

A explosdao de CO, ¢ um método de pré-tratamento parecido com o Afex, estando a

diferenca entre eles no fluido que ¢ empregado no processo reacional, que ao invés de solugdo

de amonia ¢ didxido de carbono, e no fato de que no Afex ndo ha a presenca de vapor. O uso
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de CO; leva a formagdo de acidos que promovem a hidrolise da hemicelulose. A vantagem
desse processo com relacdo ao Afex ¢ o custo inferior (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009 apud
DRABER, 2013).
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CAPITULO 4

HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Apds a etapa de pré-tratamento do material lignoceluldésico, o préximo passo da
producdo do etanol de segunda geracdo ¢ a hidrdlise propriamente dita, que tem como
objetivo originar, a partir dos polissacarideos constituintes da biomassa, monossacarideos, ou
seja, agucares diretamente fermentesciveis.

Como durante o pré-tratamento, a depender de suas condi¢cdes operacionais, a
hemicelulose pode ser quase que completamente hidrolisada, nesta etapa basicamente a
celulose sera hidrolisada, originando glicose no meio reacional. A reagdo de quebra da

molécula da celulose em glicose ¢ representada pela Equagdo 4.1 (BALAT et al., 2008).

(CsH1005)s + nH20 - n(CsH1206) (4.1)

Um grande nimero de processos para hidrolisar a celulose em glicose tem sido
desenvolvido, mas as duas principais técnicas de hidrolise empregadas sao a hidrolise acida e
a enzimatica (BALAT et al.,, 2008), estando a diferenca entre elas apenas no tipo de
catalisador utilizado. A hidrélise acida envolve o uso de acido como catalisador, podendo este
ainda ser concentrado ou diluido, e a enzimatica, enzimas especificas. Uma comparacao, em
termos de condigdes de operagdo e de rendimento, entre as trés diferentes formas de hidrolise

da celulose encontra-se apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Comparagdo entre as opg¢des para a hidrolise da celulose (Elaborado
com base em HAMELINCK et al., 2005 apud BNDES; CGEE, 2008).

Processo Insumo Temperatura Tempo Sacarificacio
Acido diluido < 1% H)SO4 215 °C 3 min 50% - 70%
Acido concentrado  30% - 70% H,SO, 40 °C 2-6h 90%
Enzimatico Celulases 70 °C 1,5 dias 75% - 95%

Observa-se pela tabela que na hidrolise acida, principalmente quando realizada com
acido diluido, a conversdao ¢ mais rapida, exigindo um controle minucioso da rea¢do para
evitar a formacdo de produtos indesejados e de inibidores. Ja na hidrélise enzimatica, o

controle do meio de reagdo ¢ que representa o fator crucial para a eficiéncia do processo, visto
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que as enzimas possuem agoes especificas que dependem fortemente do meio em que atuam

(OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2006 apud ARAUJO, 2013).

4.1 - Hidrolise acida

A hidrélise acida consiste na aplicagdo de acido forte para que este ataque as ligagdes
existentes entre os monossacarideos dos polissacarideos, podendo ser usado acido sulfurico,
cloridrico ou trifluoroacético. A diferenga entre estes trés deve-se a forma como atuam, pois
os acidos sulfurico e cloridrico atacam a celulose e a hemicelulose de forma similar, mas o
acido trifluoroacético hidrolisa preferencialmente as ligagdes mais fracas existentes entre os
monossacarideos, ou seja, as ligacdes do tipo a, que caracterizam as ramificagdes das
hemiceluloses (BUCKERIDGE et al., 2010).

A Figura 4.1 representa, de forma simplificada, o processo geral de hidrélise acida da

celulose e hemicelulose.
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Figura 4.1 - Diagrama da hidrolise 4cida (BUCKERIDGE et al., 2010).

Observando-se a figura anterior percebe-se que apds os aglcares serem obtidos ¢é
possivel que estes sejam atacados pelo acido presente no meio reacional, ocorrendo a

producdo de compostos inibitorios.
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Devido a formagdo dessas sustancias indesejadas, métodos de destoxificagdo devem
ser empregados apos a realizacdo da hidrdlise acida, o que contribui com o aumento da
dificuldade e dos custos de sua operacao (MARTON, 2002 apud SILVA, 2015).

Conforme ja mencionado, a hidrélise acida pode ser realizada com acido concentrado
ou diluido, sendo que ambas as formas apresentam peculiaridades a serem observadas antes
da selecdo das condig¢des operacionais desta etapa. O uso de acidos concentrados resulta em
um maior rendimento na quebra das moléculas de celulose, mas em contrapartida, exige que
os equipamentos utilizados sejam resistentes a corrosao, o que aumenta os custos do processo.
Ja o emprego de acidos diluidos, apesar de reduzir os custos de aquisi¢ao de equipamentos,
apresenta, originalmente, a quebra da celulose lenta, sendo necessarias maiores temperaturas
para aumentar a velocidade da hidrélise e, desta forma, torna-lo mais rédpido do que o
processo que usa acido concentrado, mas isto representa um problema, visto que temperaturas
elevadas levam a maior degradacdo dos agucares formados e da lignina residual e,
consequentemente, a maior formagio de inibidores (ASSUMPCAO, 2015).

As diversas pesquisas existentes possuem maior interesse na hidrélise acida com
acido diluido (concentra¢do de acido menor que 5% m/v), pois trata-se de um procedimento
economicamente mais vidvel para a producao de etanol de segunda geracao, o que ¢ devido ao
menor consumo de acido, responsavel por reduzir os custos com matéria-prima e também
com compra de equipamentos, que nao precisam apresentar grande resisténcia a corrosao
(GURGEL, 2010).

Outra vantagem do processo com acido diluido ¢ que este facilita o emprego de
processos continuos, pois em razao do uso de temperatura e pressao mais elevadas, apresenta
tempos de reagdo curtos, da ordem de segundos a alguns minutos (GRAF; KOEHLER, 2000
apud BNDES; CGEE, 2008).

Devido a presenca de hemicelulose e celulose no meio reacional, a hidrolise acida ¢é
feita em duas etapas (JARDINE et al, 2009). A primeira delas, como tem o intuito de
recuperar apenas as pentoses da hemicelulose, a qual sofre hidrolise mais facilmente, ¢é
realizada sob as condigdes operacionais do proprio pré-tratamento 4cido, com temperatura
entre 100 e 120 °C. Ja a segunda etapa ¢ submetida a condigdes operacionais mais intensas,
visto que visa recuperar as hexoses, dentre elas a glicose presente na estrutura da celulose, que
possui hidrolise mais dificil (BNDES; CGEE, 2008; BUCKERIDGE, 1990 apud
BUCKERIDGE et al.,, 2010). Tal fato resulta, inclusive, em menores rendimentos de
recuperacdo da glicose. Por exemplo, para manose, galactose e glicose, os rendimentos

obtidos sdo, aproximadamente, de 89%, 82% e 50%, respectivamente, o que evidencia o fato



41

de que a glicose ¢ recuperada em menor quantidade (HAMELINCK et al, 2005 apud
BERNARDO NETO, 2009).
A Figura 4.2 representa de forma esquematica a realizagdo da hidrdlise com acido

diluido.
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Figura 4.2 - Hidrélise acida diluida (primeiro e segundo estdgios) e fermentacgdo
separada de acucares pentose e hexose (CHANDEL et al., 2007 apud BALAT et al., 2008).

Neste caso, o hidrolisado do primeiro estagio e o do segundo estagio sao fermentados

juntos, mas ¢ possivel que ocorra a fermentagdo separada destes produtos.

4.1.1 - Producao de compostos inibitorios

Uma significativa desvantagem da hidrolise 4acida, conforme visto na Figura 4.1, ¢
que durante a sua realizacdo pode ocorrer a formacdo de muitos subprodutos, advindos da
degradagdo dos aglicares formados ou da lignina e que dificultam a bioconversdo dos agucares
em etanol, pois possuem a capacidade de inibir a atuagdo microbiana. Vale ressaltar que esses
compostos inibitorios também podem ser originados durante o pré-tratamento, dependendo do
material lignoceluldsico usado e da metodologia empregada (CANILHA et al., 2010;
CARDONA et al., 2010 apud FERREIRA, 2016).
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Os principais inibidores encontrados no meio reacional apos a realizagdo da hidrélise
acida sdo: acido acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural e compostos fendlicos (HAHN-
HAGERDAL et al., 1994; MARTIN et al., 2007 apud SILVA, 2015). A formagdo destes
compostos encontra-se representada na Figura 4.3, na qual ¢ possivel observar a origem de

cada inibidor produzido durante a hidrélise.

Biomassa

lignocelulésica

r

Celulose Hemicelulose Lignina
Glicose Compt_)stos
) . . Acido fendlicos
Xilose arabinose glicose manose galactose X
acético
5. | J
Hidroxime '
tilfurfural Furfural 5
Hidroxime
tilfurfural
acido
Formico
dcido acido
férmico Levulinico

Figura 4.3 - Formacdao de compostos inibitorios da hidrélise e fermentagdo
(Adaptado de PALMQVIST et al., 1999 apud SILVA, 2015).

4.1.1.1 - Destoxificacao do hidrolisado

Vérias metodologias, baseadas em principios quimicos, fisicos e biologicos, tém sido
empregadas na destoxificacdo do hidrolisado lignoceluldsico, o que favorece a etapa posterior
de fermentacao (ALVES et al., 1998; CARVALHO et al, 2005; MARTON, 2002;
ROBERTO et al, 1991; SILVA et al, 2006 apud ARRUDA, 2008). De acordo com
BONOMI (2010), os procedimentos existentes sdo os mais diversos possiveis, incluindo o uso
de microrganismos, extracdo com solvente, tratamentos com hidréxidos alcalino-terrosos,
evaporacdo e destilagdo, adsorcdo em carvao ativo e carvao vegetal, emprego de resinas de
troca idnica, emprego de lignina residual como adsorvente e aplicagdo de zedlitos.

A selecdo do método de destoxificagdo depende basicamente de dois fatores, o tipo
de hidrolisado a ser destoxificado, pois a eficiéncia dos métodos varia de acordo com o
material processado, € o microrganismo empregado na fermentagdo, para que sejam

verificados quais compostos possuem potencial inibitério com relagdo ao mesmo, sendo
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retiradas apenas as substincias que realmente sdo inibidoras (CHANDEL et al., 2011,
OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996 apud FERREIRA, 2016).

Tem-se como exemplos especificos de métodos usados: a alteragdo de pH com
adicdo de acidos e bases, a alteragdo de pH em conjunto com a adsor¢do em carvao vegetal
ativado, a adsor¢ao em carvao vegetal e o uso em paralelo de resinas de troca i0nica e ainda a
floculag¢do pela aplicacdo de polimeros vegetais (ALVES et al., 1998; CARVALHO et al,,
2005; MARTON, 2002; ROBERTO et al., 1991; SILVA et al., 2006 apud ARRUDA, 2008).

Destes, o método de adicdo de bases, como por exemplo, hidréxido de calcio,
conhecido como técnica de overliming, ¢ considerado o mais empregado, pois permite a
remocdo parcial de inibidores como furfural e S5-hidroximetilfurfural e a retirada de
compostos acidos do meio na forma de precipitados, como sulfato de célcio, promovendo,
consequentemente, o ajuste de pH do hidrolisado (CARDONA et al., 2010; CHANDEL et al.,
2011; DU PREEZ, 1994a; OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996; ROBERTO, 1994 apud
FERREIRA, 2016). Além disso, a técnica de overliming resulta na separagdo de compostos
fenolicos, precipitagdo de metais pesados e conversdo de furfural em alcool furfurilico ou
acido furdico (PARAJO et al., 1998b apud FERREIRA, 2016).

Entretanto, existem duas desvantagens significativas desta metodologia, a primeira ¢
que nao ¢ possivel retirar o 4cido acético do hidrolisado e a segunda ¢ que ocorrem perdas dos
acucares fermentesciveis devido as reagdes de degradagdo, catalisadas pelo hidroxido
empregado (CARVALHO et al., 2005; KARIMI et al., 2006 apud FERREIRA, 2016).

Outro método muito usado ¢ a adsorcao por carvao vegetal ativado, cujo principio
consiste na capacidade da superficie porosa do carvao de reter os compostos inibitorios por
meio de forcas intermoleculares de Van Der Waals. A eficiéncia da adsor¢do depende das
condigdes sobre as quais ¢ realizada, ou seja, pH, temperatura, concentragdo do carvao, tempo
de contato, etc. (COSIDINE, 1974; MARTON, 2002 apud SILVA, 2015). Sua vantagem,
quando comparada com a técnica de overliming, ¢ que permite a reducdo da concentracdo de
acido acético no hidrolisado (CARDONA et al., 2010; PARAJO et al, 1998b apud
FERREIRA, 2016).

J& a técnica de destoxificagdo bioldgica, mais conhecida como biodestoxificagdo,
tem sido cada vez mais empregada, isto porque esse método baseia-se no uso direto de
microrganismos ou de enzimas produzidas por eles, de forma que seja possivel metabolizar
todos ou pelo menos grande parte dos subprodutos com carater inibitorio. Os microrganismos

mais utilizados sdo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (FONSECA, 2009). Pode-se
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citar como exemplo, o uso de micélios de Trichoderma reesei, enzimas (lacase e peroxidade)
produzidas por fungos lignoliticos e ainda a aplicagdo de enzimas obtidas de Trametes
versicolor, que permitem a eliminacdo completa e seletiva de mondmeros fendlicos

observados no hidrolisado (BONOMI, 2010).

4.2 - Hidrolise enzimatica

Conforme mencionado anteriormente, a hidrolise enzimatica utiliza enzimas de
atuacdo especifica como catalisador da reacdo de quebra das moléculas dos polissacarideos
em monossacarideos. As enzimas que hidrolisam a celulose sdo chamadas genericamente de
celulases (VASQUEZ, 2007).

Além destas, existem também as enzimas que hidrolisam a fracdo hemicelulosica da
biomassa, sendo elas as xilanases, mananases, glucanases e galactanases, € as enzimas
oxidativas que agem sobre a lignina, englobando a peroxidase, manganés peroxidase e lacase,
definidas como fenoloxidases (TUOR et al., 1995; WOOD; GARCIA-CAMPAYO, 1990
apud SILVA, 2012).

Pode-se citar como exemplo de produtores de celulases e hemicelulases os fungos
filamentosos do género Trichoderma, Aspergillus e Penicillium, sendo o Trichoderma reesei
o mais usado em escala industrial. Tal producao ¢ feita por meio de fermentacdo submersa
sob condi¢cdes adequadas (SHEN; XIA, 2004; WYMAN, 2003 apud SUAREZ, 2014).
Também pode-se usar leveduras, como ¢ o caso das leveduras do género Trichosporium sp,
que produzem tanto celulases quanto xilanases (STEVENS; PAYNE, 1977 apud SILVA,
2012).

Com relacdo as etapas envolvidas na hidrélise enzimatica da celulose, pode-se
resumi-las basicamente da seguinte forma (AWAFO, 1997; KLYOSOV, 1995a; KLYOSOV,
1995b; RAD; YAZDANPARAST, 1998 apud VASQUEZ, 2007):

1. Difusdo das celulases para o substrato;

2. Adsor¢a@o do complexo celuldsico nos sitios ativos do substrato;

3. Formagdo de um complexo ativo entre as enzimas e o substrato;

4. Hidrolise das ligagdes glicosidicas existentes entre os monossacarideos;
5. Difusdo dos produtos da hidrolise do complexo ativo para o meio liquido;

6. Dessorc¢ao do complexo celulasico do substrato hidrolisado.
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Durante a realizacdo da hidrolise enzimatica da celulose deve-se atentar aos fatores

que influenciam a eficiéncia do processo, sendo eles a propria atividade da enzima e as

condigoes de reacdo, ou seja, temperatura, pressio e pH. Além disso, as caracteristicas

estruturais do substrato também sdo importantes, como por exemplo, o grau de polimerizagao,

cristalinidade e area de superficie da celulose (McMILLAN, 1994 apud BORTOLAZZO,

2011). A Tabela 4.2 apresenta os resultados da hidrolise enzimatica de alguns materiais

lignocelulosicos, submetidos a diferentes condi¢des de pré-tratamento.

Tabela 4.2 - Resultados da hidrdlise enzimatica de alguns materiais lignocelulosicos
(LINDE et al., 2008; OHGREN et al., 2005; SANDELIUS, 2005; SASSNER et al., 2005;

SASSNER et al., 2007 apud GALBE; ZACCH]I, 2010).

Bagaco de
Salgueiro Palha de Residuo cana-de-
trigo de milho acucar
Condigdes de  200°C,8 205°C,4 210°C,14 190°C,10 190°C,5 190°C,5
pré- min, 0,5% min, 2,5% min, sem  min, 0,2% min, 2,5% min, 2,0%
tratamento H,SO4 SO, catalisador H,SO4 SO, SO,
Glicose na 52¢g 84¢g 1,8 g 1,8 g 58¢g 23¢g
fase liquida (11,2%) (18,3%) (4,0%) (4,7%) (14,0%) (4,7%)
apos pre-
tratamento
Glicose na 374 ¢ 34,1¢g 40,1 g 37,6 g 298 g 42,0¢g
hidrolise (81,3%) (74,0%) (87,2%) (95,7%) (72,9%) (87,2%)
enzimatica
Xilose na 11,6 g 10,4 g 34¢g 17,1 ¢g 14,7 g 130g
fase liquida (68%) (61%) (20,0%) (75,0%) (58,6%) (47,1%)
apos pre-
tratamento
Xilose na 1,0g I,1g 1,7¢g 4,6 g 49 g I,1g
hidrolise (5,8%) (6,5%) (10%) (20,2%) (19,3%) (4,0%)
enzimatica
Rendimento 552¢ 540¢g 47,0 g 61,1 g 552¢ 584 ¢
global (87,5%) (85,6%) (74,6%) (98,2%) (83,6%) (77,1%)
(glicose +

xilose)




46

Importante destacar que as quantidades de actcar obtidas e expressas na tabela
anterior sdo relativas ao uso de 100 g de matéria-prima, que as condi¢des de pré-tratamento
foram selecionadas de forma a garantirem rendimento maximo em glicose e que a hidrolise
enzimatica foi realizada em condi¢des padrao (2% WIS, 40 °C, 15 FPU/g WIS, 96 h). As
porcentagens mostradas entre parénteses referem-se exatamente as porcentagens do
rendimento real com relagio ao tedrico (LINDE et al, 2008; OHGREN et al., 2005;
SANDELIUS, 2005; SASSNER et al., 2005; SASSNER et al., 2007 apud GALBE; ZACCHI,
2010).

Observando-se as informagdes disponibilizadas, percebe-se a importancia da
hidrolise enzimatica para a produgdo de etanol de segunda geragao quando esta ¢ empregada,
pois apenas apOs a sua realizacdo ¢ que quantidades significativas de glicose foram
alcancadas. Ja com relagdo a xilose, esta ¢ obtida majoritariamente durante o proprio pré-
tratamento, o que estd associado a maior facilidade da hemicelulose em sofrer o processo de
hidrolise.

Outro fator que influencia o rendimento da hidrolise enzimatica ¢ a presenca de
lignina no material a ser hidrolisado, pois uma vez no meio reacional além de impedir o
acesso das celulases a celulose, ainda pode formar ligagdes irreversiveis com as enzimas. Tal
comportamento torna a sua remo¢ao prévia um procedimento necessario (McMILLAN, 1994
apud BORTOLAZZO, 2011).

Com base no potencial deste mecanismo de hidrélise, bioprocessamentos tém sido
cada vez mais desenvolvidos, como ¢ o caso da empresa de pesquisa em biocombustiveis
Mascoma Corporation, que criou um processo no qual em uma unica etapa e com o uso do
mesmo microrganismo as celulases sao produzidas e a fermenta¢ao ocorre (OGEDA; PETRI,

2010).

4.2.1 - Celulases

De forma geral, o complexo celulasico ¢ constituido por trés grupos de enzimas: as
exo-1,4-B-D-glucanases, que caracterizam-se por hidrolisarem a celulose a partir de suas
extremidades, liberando principalmente celobiose e glicose, as endo-1,4-B-D-glucanases, que
hidrolisam a celulose nas suas regides internas e geralmente produzem, de forma aleatoria,
oligdbmeros constituidos por até seis moléculas de glicose, e as 1,4-B-D-glucosidases, que
promovem a hidrélise da celobiose em glicose (PEREIRA, 2013; LYND et al., 2002 apud
VASQUEZ, 2007).
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Portanto, o processo de hidrolise inicia-se com a atuagdo das endo-1,4-B-D-
glucanases, que promovem a clivagem da celulose em suas regides amorfas, produzindo
oligossacarideos de menor peso molecular, o que reduz seu grau de polimerizacdo e cria
novas extremidades de cadeia, com terminais redutores e ndo redutores. Em seguida, as exo-
1,4-B-D-glucanases (celobiohidrolases e glucanohidrolases) atuam na regido cristalina da
celulose, por meio das novas extremidades geradas, liberando celobiose ou glicose. Por fim,
as 1,4-B-D-glucosidases hidrolisam a celobiose e as celodextrinas presentes no meio,
originando glicose (AGUIAR et al., 2008 apud SANTOS, 2014; MUNOZ et al., 2001 apud
MENDES, 2010).

Grande parte das enzimas celulases de fungos e todas as enzimas produzidas pelo
fungo Trichoderma reesei apresentam estrutura constituida por dois dominios funcionais
diferentes, o dominio catalitico e o dominio que possibilita a ocorréncia da ligacdo entre
enzima e substrato, chamado de Core Binding Domain. Os dois dominios enzimaticos, por
sua vez, ligam-se entre si por meio de uma regido glicosidica (SALOHEIMO et al., 1997;
SRISODSUK, 1994 apud CARVALHO, 2011). A Figura 4.4 mostra a estrutura tipica da

maioria das enzimas celulases.

Catalytic domain

CBD

Linker region

Active Center

Figura 4.4 - Representacdo esquematica da maioria das enzimas celulases (BANSAL
et al., 2009 apud CARVALHO, 2011).

A Figura 4.5 mostra a atuacdo conjunta das celulases para que a hidrélise da celulose

em glicose seja possivel.
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Figura 4.5 - Hidrélise da celulose pela acao das celulases (LYND et al., 2002 apud
SUAREZ, 2014).

Na figura acima os quadrados em branco representam os terminais ndo redutores e os

preenchidos, os terminais redutores (LYND et al., 2002 apud SUAREZ, 2014).

4.2.2 - Hemicelulases

O uso de enzimas hemicelulases durante a hidrélise enzimatica tem representado um
fator importante, isto porque tais enzimas sao capazes de facilitar a hidrélise da celulose,
expondo as suas microfibrilas as celulases, promover a hidrélise de xilanas remanescentes no
meio e ndo associadas a lignina residual e ainda hidrolisar os grupos laterais da hemicelulose
que encontra-se ligada a lignina residual, aumentando, assim, a porosidade da parede celular
(HMMEL et al., 2007; NGUYYEN et al., 2008 apud MENDES, 2010).

Outra justificativa para a adicdo de hemicelulases no meio reacional, mais
especificamente enzimas xilanases, produzidas, por exemplo, pelo fungo Thermomyces
lanuginosus, é o fato dos xilo-oligdmeros advindos da hemicelulose representarem potenciais
inibidores da hidrolise enzimatica. A atuagdo das xilanases consiste em hidrolisar tais

compostos em xiloses, que também inibem a hidroélise enzimatica, mas em menor intensidade,
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aumentando, portanto, a eficiéncia do processo (MAEDA et al., 2011 apud ARAUJO et al.,
2013).

Como a hemicelulose apresenta uma estrutura com grande heterogeneidade, sua
hidrélise exige o uso de um conjunto de enzimas (MENDES, 2010). Destas, destacam-se as
endo-enzimas, responsaveis por agirem na parte interna das cadeias principais, € as €Xo-
enzimas, que atuam sobre os oligossacarideos, produzindo monossacarideos (KALOGERIS et
al., 2001 apud BRIENZO, 2010).

As endo-B-1,4-D-xilanases hidrolisam internamente as xilanas, originando xilo-
oligossacarideos de baixo grau de polimerizagdo. Tais produtos funcionam como substrato
para as enzimas exo-§3-1,4-D-xilanases, que atuam no terminal redutor e produzem D-xilose.
Ja as enzimas arabinofuranosidades agem nas ramificagdes das xilanas, liberando para o meio
arabinose, as a-glucuronidases removem os acidos glucurdnicos e, por fim, as acetil-xilana
esterases removem os grupos acetil (BEG et al., 2001; JUHASZ et al., 2005; WONG et al.,
1988 apud BRIENZO, 2010).

A agdo dessas enzimas ¢ extremamente importante, pois permite a conversao de
compostos inibitérios (xilo-oligossacarideos e xilobiose) em agucares fermentesciveis
(BASTAWDE, 1992; COLLINS, 2005; SAHA, 2003a apud MENDES, 2010).

A hidrolise enzimatica da hemicelulose encontra-se representada, de forma

simplificada, na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Pontos de acdo das enzimas hidroliticas que atuam na hidrdlise da
hemicelulose (KUMAR, 2008 apud MENDES, 2010).
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4.2.3 - Inibicao enzimatica

Um problema relacionado a atuag@o das celulases ¢ que conforme estas hidrolisam a
celulose e as concentragdes de celobiose e glicose aumentam, estes produtos passam a inibir a
atividade enzimatica e ocorre uma reducdo na taxa e no rendimento da sacarificagdo. As
endoglucanases e as exoglucanases possuem sua atividade reduzida pela presenca de
celobiose no meio e as glucosidades sdo inibidas pela presenca de glicose (GAN et al., 2004;
KASTEL'YANOS et al., 1995; ZHANG; LYND, 2004 apud CARVALHO, 2011).

Além da inibi¢do devido aos préoprios produtos da hidrolise enzimdtica, as enzimas
celulases também podem ter a sua atividade reduzida em razdo da adsor¢do destas pela lignina
que eventualmente encontrar-se no substrato, como visto anteriormente, ou da desnaturagao
pelo efeito de tempo, temperatura e agitacio (SHULER; KARGI, 1992 apud PEREIRA,
2013).

A Figura 4.7 apresenta alguns fatores potencialmente limitantes da agdo das

celulases.
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Figura 4.7 - Alguns fatores limitantes da hidrolise enzimatica (JORGENSEN et al.,
2007 apud WOLF, 2011).

Na qual, tais fatores sdo (JORGENSEN et al., 2007; MOSIER et al., 2005 apud

WOLF, 2011):
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1. Inibi¢ao das exoglucanases (celobiohidrolases) e das B-glicosidades pelos seus
respectivos produtos, celobiose e glicose;

2. Impedimento estérico das celulases a celulose pela hemicelulose;

3. Impedimento estérico das celulases a celulose pela lignina;

4. Adsorgao das celulases pela lignina;

5. Redugdo da atividade das celulases devido a desnaturagdo térmica, efeito de

agitacdo e produtos de degradagdo advindos de pré-tratamentos drésticos.

4.3 - Comparacao entre a hidrolise acida e a enzimatica

A hidrolise enzimatica possui algumas vantagens quando comparada a hidrolise
acida, como por exemplo a sua operagdo, que da-se sob pressdo ambiente e temperatura
moderada, entre 50 e 60 °C, apresenta maiores rendimentos e possibilita a aplicacdo de
técnicas avangadas de biotecnologia para sua otimizagdo (RODRIGUES, 2009 apud SILVA,
2012).

Também ¢ interessante destacar que como as enzimas possuem atuagdo muito
especifica com relagdo ao substrato, a formacao de compostos indesejados durante a reagao de
hidrolise ¢ reduzida, o que resulta em uma diminui¢do dos custos com tratamentos para
remog¢ao dos subprodutos inibitorios da hidrélise ou da fermentagdo e ainda aumenta a
eficiéncia destas etapas (SUAREZ, 2014).

Outro problema da hidrdlise acida e que € eliminado com o uso de enzimas como
catalisadores na hidrolise do material lignocelulosico ¢ que o hidrolisado deve ser
neutralizado antes da realizagao do processo fermentativo. Geralmente, a neutralizagao ¢ feita
com hidréxido de calcio, que uma vez separado nao pode ser reaproveitado, elevando o custo
da técnica. Desta forma, para que niveis de comercializagdo favordveis sejam alcancados,
deve-se reduzir os custos com o consumo ¢ a reutilizagdo do acido e também melhorar a
produtividade e eficiéncia na conversao da biomassa (ALI et al., 2006; GOLDEMBERG,
2007; KAYLEN et al., 2000 apud BUCKERIDGE et al., 2010).

Em contrapartida, uma caracteristica positiva da hidrélise acida € que os acidos
podem penetrar na estrutura de lignina existente e promover a hidrélise da celulose e
hemicelulose em agucares fermentesciveis mesmo que nenhum pré-tratamento para separar os
componentes do material lignoceluldsico tenha sido realizado anteriormente, o que ¢
impossivel na hidrolise enzimatica (GALBE; ZACCHI, 2002 apud VERARDI et al., 2012).

Além disso, uma grande limitagdo da aplicacdo da hidrolise enzimatica industrialmente ¢ o
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alto custo associado as enzimas empregadas no processo, seja em razao da sua compra ou
producao (RODRIGUES, 2009 apud SILVA, 2012). Outro ponto negativo do uso de enzimas
¢ o tempo de reagdo, que ainda mostra-se bastante elevado (FELIPE; ROSSELL, 2010).

O Quadro 4.1 mostra um resumo das principais informagdes discutidas anteriormente

(KRISHNA et al., 2000 apud PEREIRA, 2013).

Quadro 4.1 - Comparagdo entre a hidrolise 4cida e enzimatica de acordo com
critérios de pré-tratamento, taxa de hidrdlise, temperatura, pressdo, rendimento e formacao de
subprodutos (KRISHNA et al., 2000 apud PEREIRA, 2013).

Parametro Hidrdlise acida Hidrolise enzimatica

Pré-tratamento Pode ser necessario Necessario

Taxa de hidrolise Répida (min) Lenta (h)
Temperatura Alta (200 °C) Baixa (45 °C)
Pressao Alta Atmosférica
Rendimento Depende do material e do Depende do material e do
processo processo
Formacao de subprodutos Provavel formacgao Nao ha formacao

Observando-se o conteudo da tabela acima, pode-se concluir que a hidrolise
enzimatica, de forma geral, ¢ superior a hidrélise acida na maioria dos aspectos (KRISHNA et
al., 2000 apud PEREIRA, 2013). Entretanto, mesmo com todas essas vantagens, ¢ importante
salientar que a sele¢do do método de hidrdlise a ser aplicado no processo produtivo ¢ um
ponto definitivo para a viabilidade economica da produgdo do etanol de segunda geracao e,
portanto, exige avaliacdo detalhada de uma série de fatores operacionais, garantindo a adogao

da técnica mais adequada.
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CAPITULO 5

FERMENTACAO DO MATERIAL HIDROLISADO

5.1 - Aspectos gerais da fermentacio alcodlica

A fermentacdo consiste em um procedimento que visa produzir etanol a partir dos
aclcares diretamente fermentesciveis presentes no meio reacional. Entretanto, por tratar-se de
um processo complexo, resulta na transformagdo dos carboidratos ndo apenas em etanol, mas
também em outras substancias, como gas carbonico, acido succinico, acidos volateis, ésteres,
etc. (LEHNINGER et al., 2000 apud PEREIRA, 2013).

Caracteriza-se por ser uma etapa estritamente bioldgica, pois a produgao do etanol a
partir dos acucares redutores ocorre via catdlise de enzimas produzidas por microrganismos
especificos. Estes, por sua vez, precisam atender a diferentes critérios, por exemplo,
apresentar elevada taxa de fermentagdo e tolerancia a compostos inibitorios e a elevadas
temperaturas, de forma que tenha-se uma fermentacdo alcoolica com a maior eficiéncia
possivel (ASSUMPCAO, 2015).

Quanto as condic¢des operacionais, temperatura, qualidade da matéria-prima e pH sdo
os fatores que mais influenciam no rendimento da fermentagio (ASSUMPCAO, 2015). Este
ultimo tem influéncia direta na eficiéncia dessa etapa, pois afeta o crescimento dos
microrganismos fermentadores, ¢ deve estar na faixa de 4,5 a 5, no caso do emprego de
leveduras (NUNES et al., 2013).

Portanto, para que a fermentacdo apresente resultados satisfatorios, deve-se
criteriosamente preparar o mosto, liquido agucarado a ser usado no processo, focando-se
principalmente na concentragdo adequada de agucares totais, na relacao destes com os solidos
soluveis no meio, acidez total e pH (NUNES et al., 2013). Além disso, ¢ possivel que a
suplementagdo do mosto com nutrientes seja necessaria (ALCARDE, 2005 apud NUNES et
al., 2013).

Outro ponto importante para os processos fermentativos € a produg@o do inodculo de
microrganismos que sera empregado, visto que as células a serem inoculadas no meio
reacional precisam apresentar estado fisiologico adequado para serem capazes de metabolizar

os carboidratos e produzir etanol. Tal procedimento consiste em preparar uma populacio de
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microrganismos a partir de uma cultura previamente obtida e armazenada como estoque
(WOLF, 2011).

Além disso, deve-se levar em conta os fatores de assepsia ¢ manutengdo dos
equipamentos empregados. Neste sentido, de acordo com MARTINS (2009), a maioria das
industrias utilizam-se de processo do tipo batelada alimentada, com recirculagdo e posterior
tratamento da levedura, pois esta configuragdo permite que ao final de cada batelada a dorna
seja esvaziada e sua limpeza e possiveis manutengdes sejam executadas, sendo,
posteriormente, iniciado um novo ciclo com seguranga.

Outro fator que torna a fermentacdo de hidrolisados lignoceluldsicos ainda mais
complexa ¢ a producdo de diversos compostos inibitorios, devido a degradagdo da matéria-
prima lignoceluldsica, durante o pré-tratamento (em razao da maioria dos métodos envolver o
uso de altas temperaturas e condigdes acidas drasticas) e a hidrolise acida, quando esta ¢
empregada, que se ndo removidos por meio de processos de destoxificacdo, irdo prejudicar a
eficiéncia da fermentagdo (JARDINE et al., 2009).

Pode-se citar, por exemplo, os efeitos negativos resultantes da presenga de furfural e
hidroximetilfurfural, os quais encontram-se associados a degradagdo de agticares como xilose
e glicose: diminuicdo da taxa especifica de crescimento dos microrganismos, reducdo da
quantidade de etanol produzido e diminuicdo da sintese de biomassa. Ja os compostos
aromaticos, origindrios da degradacdo da lignina, sdo extremamente toxicos para os
microrganismos, causando danos diretos na sua membrana plasmatica (PALMQVIST;

HAHN-HAGERDAL, 2000; ROSSEL, 2006 apud WOLF, 2011).

5.2 - Microrganismos produtores de etanol

Vale ressaltar que a fermentacdo ¢ executada majoritariamente de forma anaerobia e
que os microrganismos empregados sdo usualmente leveduras, que incluem desde leveduras
de panificacao, prensadas e secas até mesmo leveduras selecionadas, com tolerancia a maiores
concentragdes de etanol e com taxas de fermentacdo mais significativas. Destas, a mais
empregada ¢ a Saccharomyces cerevisiae (ANEEL, 2005; BELLUCO, 2001 apud WOLF,
2011). Entretanto, as maiores produtoras de etanol sdo as leveduras do género Candida,
podendo-se citar a C. tropicalis, C. guilliermondii e C. mogii (CASSALES, 2010 apud
FURLAN, 2015).

Mesmo assim, o microrganismo mais apropriado para promover a fermentagdo

alcodlica tradicional em escala industrial ¢ a Saccharomyces cerevisiae, pois devido a sua
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grande aplicagdo nesse processo produtivo, passou por uma sele¢ao natural ao longo do tempo
que garantiu-lhe caracteristicas como significativo desempenho em termos de produgdo de
etanol, produtividade e tolerancia a inibi¢do em razao da presen¢a de alcool no meio reacional
(RABELO, 2010).

Também ¢ possivel o uso de bactérias, principalmente as da espécie Zymomonas
mobilis, que sdo as que apresentam o maior potencial para producdo de etanol em escala
industrial, podendo este processo ocorrer a partir de agucares, xarope, caldo de cana ou outros
substratos (LEE; HUANG, 2000 apud SANTOS, 2012).

O metabolismo das Zymomonas mobilis baseia-se no fato de que elas sdo
microrganismos quimiorganotroficos, o que significa que processam matéria organica, por
exemplo glicose, frutose e sacarose, para produzirem substancias usadas em seu
desenvolvimento. A partir da metabolizagdao desses aglicares, ha a producao de etanol e CO-,
aproximadamente em quantidades equimolares. Entretanto, mesmo diferentes carboidratos
sendo indispensaveis na composi¢do do meio de cultura de Zymomonas mobilis, ¢ com o
processamento da glicose que obtém-se os melhores resultados de producdao de etanol
(CAMELO, 2009 apud SANTOS, 2012). Para produgdo de etanol o pH o6timo desses
microrganismos varia entre 4,5 ¢ 7 em temperaturas de 30 a 35 °C (ERNANDES et al., 2009
apud FURLAN, 2015).

Porém, como apds a fermentacdo as industrias reaproveitam o microrganismo
empregado para a realizacdo de novas fermentagdes e isto exige a execucdo de um tratamento
antes, que na maioria das vezes ¢ feito com acidos e estes resultam em uma redugdo brusca do
pH, o uso de bactérias fica limitado, pois podem ndo resistir e, por consequéncia, serem

perdidas. Isto representa uma desvantagem do emprego de Zymomonas mobilis (FURLAN,

2015).

5.2.1 - Microrganismos produtores de etanol a partir de pentoses

Conforme visto anteriormente, a partir dos materiais lignocelulosicos sao obtidos
acUcares com seis atomos de carbono (hexoses), originarios tanto da fracao celuldsica quanto
da hemicelulésica da biomassa, e com cinco (pentoses), originirios apenas da fracdo
hemiceluldosica. Com relacdo as hexoses, estas sao fermentadas anaerobicamente de forma
eficiente pela levedura Saccharomyces cerevisiae, cuja tecnologia ja encontra-se bem
consolidada (ASSUMPCAO, 2015). Porém, as linhagens comuns dessa levedura nio possuem

a capacidade nem de assimilar nem de fermentar as pentoses, por exemplo a xilose, que
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representa o principal constituinte da hemicelulose, o que estd associado ao fato de que as
pentoses possuem um procedimento metabolico diferente das hexoses (BASSO et al., 2008;
EMBRAPA, 2013 apud PEREIRA, 2013).

Em razdo dessa peculiaridade, as linhas de pesquisa em desenvolvimento focam-se
em dois caminhos diferentes, a selecio e melhoramento de microrganismos que possuem
naturalmente a capacidade de fermentar as pentoses € o desenvolvimento de linhagens
recombinantes de microrganismos que originalmente fermentam apenas as hexoses
(JARDINE et al., 2009).

Neste sentido, estudos tém sido realizados com géneros de microrganismos que ja
sdo conhecidos pelo seu potencial como produtores de etanol para verificar sua capacidade de
produzirem etanol a partir de matéria-prima lignoceluldsica. Esses microrganismos incluem
leveduras, dos géneros Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pachysolen e
Spathaspora; fungos filamentosos, dos géneros Fusarium, Mucor, Monilia e Paecilomyces; e
bactérias, dos géneros Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Thermoanaerobacter, Klebsiella,
Cellulomonas ¢ Zymomonas (CADETE et al., 2009; ERNANDES, 2009; SILVA, 2007 apud
FURLAN, 2015).

O Quadro 5.1 mostra as principais leveduras fermentadoras de pentoses. A maioria
delas pertence aos géneros Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces,

Pachysolen e Spathaspora, mas também observa-se a presenga de alguns outros géneros.

Quadro 5.1 - Alguns exemplos de leveduras fermentadoras de pentoses (Adaptado de
PEREIRA, 2011 apud SILVA, 2015).

Leveduras Referéncia
Scheffersomyces stipitis YU et al., 2015
Rhodotorula glutinis ROWVIERO et al., 2015
Candida tropicalis CHENG et al., 2014
Scheffersomyces shehatae ANTUNES et al. 2014
Candida intermedia KALHORINIA et al., 2014
Meyerozyma guilliermondii MARTINI, 2014
Spathaspora roraimanensis MOURO, 2012
Spathaspora suhii MOURO, 2012
Candida xilofermentans MOURO, 2012
Spathaspora arborariae Da CUNHA-PEREIRA et al., 2011
Candida guilliermondii ARRUDA & FELIPE, 2009
Pachysolen tannophilus CHEMNG et al., 2008
Spathaspora passalidarum NGUYEN et al., 2006
Candida blankii PETRUS, 1991
Candida tenuis TOMNOLA, 1984
Brettanomyces naardenensis TOMNOLA, 1984
Pichia segobiensis TOMNOLA, 1984
Kluywveromyces cellobivorus WALKER, 1998
Debaryomyces nepalensis WALKER, 1998
Debaryomyces polimorpha WALKER, 1998

Schizosaccharomyces pombe GONG et al., 1983
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O Quadro 5.2, por sua vez, mostra mais algumas leveduras que apresentam potencial
para serem empregadas em processos fermentativos de pentoses e suas principais
caracteristicas. Destas, existem aquelas que possuem capacidade natural de fermentarem
pentoses e as que adquiriram tal caracteristica apds submissao das mesmas a modificagdes

genéticas, como ¢ o caso da Saccharomyces cerevisiae recombinante.

Quadro 5.2 - Exemplos de Leveduras fermentadoras de pentoses e suas respectivas
caracteristicas (FERREIRA, 2016).

Levedura Caracteristicas Referencias
S. cerevisiae Genes introduzidos para a assimilagdo  (JIN; JEFFRIES,
Recombinante da xilose. 2004)

+ Fementadoras de xilose. (LIGTHELM:

Scheffersomyces sfipitis, * Precisam de oxigenagdo regulada F,’IIEIS%RSEEEO%Z
Pachysolen tannophilus e para a produgdo maxima de etanol. JEPPSSON: |
Candida shehatae « Reguerem processo de HAHN-
destoxificagdo do hidrolisado. HAGERDAL, 1992)
Candida » Termotolerante. .
acidothermophilum = Podem atingir 80% da produgio de KADAIIE-:QSQE? MIDT
etanol tedrico.
= Resisténcia a press3o osmotica, (OLSSON:
Wickerhamomyces nibigao  de OUOS M LINDEN; HAHN-
anomalus organismos, alla  competicao HAGERDAL, 1892
capacidade de assimilar diversos o corN: HAHN-
agtcares. HAGERDAL, 1993)
= Metaboliza agucares de cinco
FPseudozyma carbonos e secreta uma enzima de  (JIN; JEFFRIES
brasiliensis interesse, xilanase, em grande 2004)
guantidade.

Além disso, tem-se buscado por meio de aplicagdes de conhecimentos de engenharia
genética o desenvolvimento de novas linhagens recombinantes da levedura Saccharomyces
cerevisiae, cujo objetivo € torna-las mais eficientes na fermentagdo de pentoses, para que seja

possivel o emprego destas em escala industrial (PEREIRA, 2013).

5.3 - Processos de fermentacao

Considerando a exigéncia de uma conversdo maxima dos aglcares em etanol, mas
respeitando os limites de custo de producdo considerados vidveis tanto do ponto de vista
técnico quanto do econdmico, a fermentacao representa um outro ponto critico no processo de
obtencdo do etanol de segunda geracdo. Fora isso, ainda ¢ preciso levar em conta o consumo
energético da fermentacdo, o que depende de suas condigdes operacionais, € o titulo de etanol

no vinho final (BONOMI, 2010).
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Desta forma, a obten¢do de etanol de segunda geracdo tem sido estudada sob
diferentes estratégias de processamento e, devido a presenca de varios aglicares no meio
reacional, muitas vezes o multiprocessamento, ou seja, o emprego simultdneo de enzimas e de
microrganismos fermentadores mostra-se como uma alternativa eficiente. Pode-se ainda
utilizar diferentes combinagdes de microrganismos em etapas sucessivas, de maneira que os
aglicares sejam fermentados ao maximo (VASQUEZ, 2007).

Assim, existem quatro principais formas de realizar-se a etapa de fermentagao, sendo
elas: Hidrolise e Fermentagdo Separadas (SHF), Fermentacdo e Sacarificagdo Simultaneas
(SSF), Sacarificacdo e Co-fermentacdo Simultaneas (SSCF) e Bioprocesso Consolidado
(CPB) (NUNES et al., 2013).

Tais estratégias sdo comparadas na Figura 5.1, onde ¢ possivel notar as diferengas
operacionais existentes entre as mesmas, as quais consistem no grau de integragdo entre as
etapas de hidrolise da celulose, fermentacdo das pentoses, fermentacdo das hexoses e

producdo de enzimas.

celul;:adﬂ . /
3
Hidrolise 7 //,
F & U/ j/Z/ // ’V::////
ermentacio 7 /
heteet // // / ‘ % / . ; é
Fermp:::::;odc % Z VZ /j { / % é
Produtos Produtos Produtos Produtos

Figura 5.1 - Comparagdo das quatro diferentes estratégias de produgdo de etanol de
segunda geracdo (GUILHERME, 2014).

A seguir esses processos serdo discutidos de forma mais detalhada.
5.3.1 - Hidrolise e Fermentaciao Separadas (SHF)
Quando as etapas de hidrolise e fermentagdo sdo realizadas separadamente, a

configuragdo ¢ dita Hidrolise e Fermentacdo Separadas (SHF, sigla em inglés que significa

Separeted Hydrolysis and Fermentation) (SOUZA, 2016). Trata-se da concep¢do mais antiga
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e como a hidrélise € realizada em uma etapa independente, pode ser feita por meios quimicos
ou enzimaticos (VASQUEZ, 2007).

A principal vantagem da configuracdo SHF ¢ o fato de que, uma vez otimizados o
pH e a temperatura de operagdo de cada uma das etapas, pode-se operd-la nas condigdes
Otimas tanto da hidrélise quanto da fermentagdo (SOUZA, 2016). Além disso, ¢ possivel
otimizar também o proprio projeto dos equipamentos, o que inclui os sistemas de agitacao
(GALBE; ZACCHI, 2010). Para termos de comparacao, enquanto a temperatura 6tima das
celulases na hidrolise enzimatica varia de 45 a 50 °C, a temperatura 6tima da maior parte dos
microrganismos fermentadores encontra-se na faixa de 30 a 37 °C (NUNES et al., 2013).

Em contrapartida, uma desvantagem ¢ que ha a possibilidade de ocorrer redu¢do no
rendimento do processo em virtude da inibicdo das enzimas hidroliticas, principalmente
endoglucanases pela celobiose e B-glucosidases pela glicose, compostos formados durante a
hidrolise da celulose (NUNES et al., 2013; SOUZA, 2016). Além disso, em virtude do maior
tempo reacional, o risco de haver contaminagcdo em processos do tipo SHF ¢ maior
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007 apud NUNES et al., 2013).

Outro ponto fraco da configuragdo SHF ¢ a perda de aglicares durante a separacao de
solidos e liquidos apds a realizacdo da hidrolise da celulose, que pode até ser reduzida por
meio da lavagem com dgua, mas isto culmina com a diluicao dos agucares, o que também nao
¢ desejado (GALBE; ZACCHLI, 2010).

A Figura 5.2 ilustra de forma geral o processo de Hidrdlise e Fermentagao Separadas,

no qual a etapa de hidrélise da celulose ¢ do tipo enzimatica.

PRODUCAD
DE CELULASES

PRE-TRATAMENTO
HIDROLISE
HEMICELULOSE

HIDROLISE -
ENZIMATICA FERMENTACAO
DE CELULOSE c6

FERMENTACAD
C5

DESTILACAD

Figura 5.2 - Representacdo esquematica do processo de Hidrolise e Fermentacgdo
Separadas (SHF) (PEREIRA JR. et al., apud WINGREEN, 2008 apud SANTOS, 2012).
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5.3.2 - Sacarificaciao e Fermentaciao Simultineas (SSF)

Ao contrario da configuragio SHF, quando o processo ¢ denominado de
Sacarificacdo ¢ Fermentacdo Simultdneas (SSF, sigla em inglés que significa Simultaneous
Saccharification and Fermentation), as etapas de hidrolise e fermentacdo sdo realizadas
simultanecamente, no mesmo equipamento (SOUZA, 2016). Entretanto, ¢é importante
esclarecer que quando fala-se em realizar a hidrdlise e fermentagdo juntas, refere-se apenas a
hidrolise da celulose e a fermentagdo das hexoses, pois a hidrolise da hemicelulose continua
sendo realizada separadamente, assim como a fermenta¢do das pentoses (NUNES et al.,
2013).

Enquanto que no processo anterior a hidrolise pode ser acida ou enzimatica, no SSF,
como ao passo que a hidrdlise avanga, os microrganismos fermentadores atuam sobre os
acucares gerados, a hidrolise da celulose ¢ baseada no uso de enzimas, para que seja possivel
evitar a formacao de inibidores da fermentacdo, assim como garantir uma atuacao sinérgica
com 0s microrganismos, o que nao seria possivel se a hidrolise acida da celulose fosse
promovida (VASQUEZ, 2007).

Um ponto positivo da configuragdo SSF ¢ o tempo de operagdo, que geralmente ¢
menor, aumentando a produtividade do processo. Além disso, com as duas etapas sendo
realizadas simultaneamente, ha uma reducao de custos, assim como diminui¢ao dos riscos de
contaminacdo por outros microrganismos, o que deve-se a presen¢a do etanol em elevadas
concentragdes no meio reacional conforme a fermentacao ocorre (OHGREN et al., 2007;
SHEN; AGBLEVOR, 2010 apud GUILHERME, 2014).

Com o uso desse processo, ainda ha uma redugdo da inibigdo enzimatica, provocada
pela presenca de acticares advindos da hidrélise, pois a glicose ¢ quase que completamente
fermentada (GUILHERME, 2014). Outra contribuicdo que ¢ obtida mantendo-se uma baixa
concentragdo de glicose no meio reacional € o fato de que o equilibrio das reacdes de hidrdlise
¢ favorecido, no sentido de formacdo de produtos (aglicares fermentesciveis), fornecendo
insumo a fermentagdo (CASTRO; PEREIRA, 2010 apud DRABER, 2013). Devido a essas
vantagens, a concep¢do SSF, quando comparada com a SHF, possui maior taxa de
sacarificacdo e maior producdo de etanol (SOUZA, 2016).

Um ponto critico do processo SSF ¢ que estudos de otimizacdo precisam ser
desenvolvidos para que as melhores condigdes de operagdo sejam encontradas, isto porque a
temperatura, pH e condicdes de agitacdo sdo diferentes para as celulases e para os

microrganismos (NUNES et al., 2013; OHGREN et al., 2007 apud GUILHERME, 2014).
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Desta forma, mesmo com o ganho de rendimento devido a menor inibigdo
enzimatica, este pode ser desfavorecido pelo fato das condi¢des Otimas de operagdo das
enzimas ndo serem empregadas, o que resulta em uma menor atividade enzimatica. Enxerga-
se como uma solug¢do para este problema o emprego de microrganismos termotolerantes, os
quais sdo capazes de permitir a aproximacao da temperatura do processo a temperatura 6tima
de atividade das celulases (TAHERZADEH; KARIMI, 2007 apud SANTOS, 2012). Pode-se
citar como exemplo de microrganismo termofilico a bactéria Thermoanaerobacter
ethanolicus e de microrganismos mesofilos, as bactérias Zymomonas mobilis, Escherichia
colie e Klebsiella (JARDINE et al., 2009).

Outra desvantagem da SSF ¢ que o etanol presente na celulignina pré-tratada
apresenta-se como um potencial inibidor da atividade enzimatica, que mesmo sendo menos
prejudicial do que a inibigdo causada pela presenca de glicose e celobiose, pode alcangar até
25% de inibigdo, considerando sua concentracao em 30 g/L (WU; LEE, 1997 apud SANTOS,
2012).

Ainda, outro fator negativo do processo SSF ¢ que a fermentacdao ¢ realizada em
meio fermentativo contendo uma suspensdo de solidos, majoritariamente lignina, o que
desfavorece a transferéncia de massa e a reciclagem da levedura por filtragio ou
centrifugacdo. Ja a configuracio SHF apresenta meio fermentativo completamente liquido
(GALBE; ZACCH]I, 2010).

Entretanto, mesmo possuindo algumas desvantagens, considera-se a configuragao
SSF como a melhor opg¢do, baseando tal conclusdo em estudos que tém indicado maior
rendimento do processo SSF frente ao SHF em termos de producao de etanol, ambos a partir
de madeiras de fibras longas e residuos agricolas (GALBE; ZACCHI, 2010). Porém, em
termos de controle das condi¢des operacionais, conforme ja discutido anteriormente, o
processo SHF mostra-se superior ao SSF (SANTOS, 2014).

A Figura 5.3 mostra, de forma simplificada, o fluxograma correspondente ao

processo SSF.
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Figura 5.3 - Representacdo esquematica do processo de Sacarificacdo e Fermentacgao
Simultaneas (SSF) (PEREIRA JR. et al., apud WINGREEN, 2008 apud SANTOS, 2012).

5.3.3 - Sacarificacio e Co-fermentacio Simultineas (SSCF)

O processo de Sacarificagdo e Co-fermentacao Simultaneas (SSCF, sigla em inglés
que significa Simultaneous Saccharification and Cofermentation) apresenta uma configuragao
tal que a hidrélise da celulose e a co-fermentacdo de todos os aglcares gerados a partir da
biomassa lignocelulosica, ou seja, hexoses e pentoses, ocorrem na mesma etapa
(BERNARDO NETO, 2009). Para que isto seja possivel, ndo ha a separacao do hidrolisado
hemicelulosico da celulose apds o pré-tratamento, o que significa que enquanto a celulose
passa pelo processo de sacarificagdo e posteriormente de fermentagdo, os actcares advindos
da hemicelulose sao fermentados (TEIXEIRA et al., 2000 apud SANTOS, 2012).

Um fluxograma simplificado da configuragdo SSCF ¢ mostrado na Figura 5.4.

PRODUGAO
DE CELULASES

PRE-TRA'I:#MENTO
HIDROLISE
HEMICELULOSE

HIDROLISE ENZIMATICA ~
DA CELULOSE | DESTILACAD

+
H:RMI:NIA.(,IE.O Co & C5

Figura 5.4 - Representacdo esquematica do processo de Sacarificacdio e Co-
fermentagdo Simultdneas (SSCF) (PEREIRA JR. et al., apud WINGREEN, 2008 apud
SANTOS, 2012).

Como essa concepcao de processo realiza trés etapas distintas (hidrdlise da celulose,

fermentagdo das pentoses e fermentacdo das hexoses) em um Unico reator, sua principal
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vantagem ¢ a reducdo do niimero de reatores envolvidos. Além disso, ainda evita-se
problemas de inibigdo enzimatica pelos agucares gerados, visto que estes sdo consumidos na
fermentagdo (HAMELINCK et al., 2005 apud DRABER, 2013).

A desvantagem mais significativa do processo SSCF ¢ que a sua realizacdo depende
de grande aplicacdo de engenharia genética, visto que a fermentacdo tanto das hexoses quanto
das pentoses deve ser promovida por um mesmo microrganismo e de forma eficiente. Pode-se
citar como exemplo de melhoramento genético linhagens recombinantes de Saccharomyces
cerevisiae ¢ linhagens recombinantes de Zymomonas mobilis (AGRAWAL et al., 2011;
LAWFORD; ROUSSEAU, 1998; McMILLAN et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2000; ZHOU
et al., 2011 apud SANTOS, 2012; JARDINE et al., 2009; NUNES et al., 2013).

5.3.4 - Bioprocesso Consolidado (CPB)

O processo denominado de Bioprocesso Consolidado (CPB, sigla em inglés que
significa Consolidated Bioprocessing) caracteriza-se por apresentar o0 maximo de integracao
entre as etapas envolvidas na produgdo de etanol 2G, sendo realizadas simultaneamente a
producdo de enzimas, a hidrolise enzimatica da celulose e a fermentagdo das pentoses e
hexoses, tudo isso sendo feito por um mesmo microrganismo (SANTOS, 2012).

Como principal vantagem do CBP tem-se o fato de que este possui um custo de
producdo inferior as demais configuragdes, visto que nao apresenta gastos relacionados a
compra de enzimas ou a sua producdo em etapa independente, contribuindo com a redugao
dos custos de operagdo e de investimento de capital (LYND et al., 2002 apud NUNES et al.,
2013).

A Figura 5.5 representa o fluxograma geral do Bioprocesso Consolidado (CPB), no
qual € possivel notar que apenas a etapa de hidrélise da hemicelulose (pré-tratamento) ¢ feita

de forma independente das demais.

PRE-TRATAMENTO PRODUGAO DE CELULASES
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+
FERMENTACAO C6 & C5

Figura 5.5 - Representacdo esquemdtica da configuracdo Bioprocesso Consolidado
(CPB) (PEREIRA JR. et al., apud WINGREEN, 2008 apud SANTOS, 2012).
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Pode-se dizer que considerando como critérios os custos associados ao processo € o
desenvolvimento tecnologico, a estratégia do Bioprocesso Consolidado (CPB) ¢ a ideal a ser
empregada. Entretanto, um problema associado a sua aplicacdo industrial ¢ a necessidade dos
microrganismos utilizados serem capazes de produzir as enzimas que promovem a clivagem
dos polissacarideos e ainda possuirem elevado potencial fermentativo da biomassa, o que ndo
¢ observado nos microrganismos disponiveis atualmente, como por exemplo, Clostridium
thermocellum e Clostridium cellulolyticum. Tal fato torna mais uma vez a aplicagdao de
técnicas de engenharia genética inevitdvel para a constru¢do de novas linhagens
microbiologicas (VASQUEZ, 2007; OLSON et al., 2012 apud SANTOS, 2012).

De acordo com VASQUEZ (2007), ha também, em um horizonte tecnologico futuro,
a possibilidade de desenvolvimento de um processo no qual inclusive a etapa de hidrélise da
hemicelulose seja feita juntamente com as demais, com o uso do mesmo microrganismo.
Porém, para que isto torne-se real, a engenharia genética tera papel fundamental.

A Figura 5.6 representa esta possivel configuragao.

Material Hidrolise da Hemicelulose, Producio
Li . Tulbsi — de Enzimas, Hidrolise da Celulose ¢
R Fermentagio de C; e Cg

Recuperacgio de
etanol

Figura 5.6 - Fluxograma representativo do processo no qual todas as etapas criticas
da produgdo de etanol 2G sdo realizadas simultaneamente (VASQUEZ, 2007).
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CAPITULO 6

CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo que atualmente as fontes de energia derivadas do petroleo ainda possuam
capacidade suficiente para atenderem as necessidades energéticas do planeta, ¢ indiscutivel
que estas nao sdo renovaveis e que geram prejuizos ao meio ambiente e a qualidade de vida.
Além disso, como tem sido mostrado por dados publicados por instituigdes associadas ao
setor de energia, a demanda energética aumenta continuamente ano apos ano. Portanto, volta-
se a atencdo para as fontes de energia renovaveis.

Diante desse cenario, existem novas fontes energéticas que vém sendo estudadas e
aprimoradas, como por exemplo, a energia eblica, o biodiesel, o biogés, a energia solar e o
etanol de segunda geracao. Em relagdo a este ultimo verifica-se, por meio do estudo realizado
neste Trabalho de Conclusdo de Curso, que representa uma potencial alternativa a ser
empregada.

Devido as suas caracteristicas, o etanol de segunda geragcdo possui vantagens
representativas, sendo a principal o fato de que se realmente a sua produgdo concretizar-se a
nivel industrial e comercial, esta pode aumentar significativamente a producao de bioetanol,
mas sem exigir o aumento paralelo da area agricultavel, visto que a sua matéria-prima
consiste em materiais lignoceluldsicos, dos quais grande parte € originada como residuo de
outras atividades.

Outras vantagens do etanol 2G sdo que ele representa uma oportunidade de retirar do
ambiente residuos que muitas vezes nao sdao reaproveitados, sua matéria-prima tem maior
potencial de produgdo de bioetanol do que o observado para a maioria das fontes comuns de
acucares empregadas na producdo do etanol 1G, seu processo produtivo apresenta uma
variabilidade muito grande do material que pode ser usado como fonte de acucar e a aplicacao
da lignina residual para cogeragdo de energia ou producdo de insumos de elevado valor
agregado.

Entretanto, pode-se afirmar que ainda existem muitos empecilhos a consolidagao do
etanol 2G. Dentre estes, pode-se elencar a competi¢ao direta entre o uso da lignocelulose para
producdo de bioetanol e o uso para cogeracdo de energia. Além disso, a propria operacao do
processo produtivo ¢ atualmente um desafio, pois por ser complexo e apresentar

procedimentos que ndo encontram-se ainda totalmente estabelecidos, por exemplo, pré-
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tratamento, hidrolise, destoxificacdo do hidrolisado e fermenta¢do de pentoses, possui dificil
controle operacional, ndo alcanga a producao tedrica da qual as matérias-primas sdo capazes €
encarece o produto final.

Porém, em virtude das vantagens do uso do etanol 2G apresentadas anteriormente,
muitas pesquisas que encontram-se em desenvolvimento, tanto as realizadas nos centros
académicos quanto nas proprias empresas do setor sucroenergético, visam resolver ou no
minimo reduzir os pontos fracos hoje existentes no processo produtivo desse biocombustivel.

Nesse sentido, alguns aspectos que atualmente representam focos de estudo sdo: a
escolha do tipo de pré-tratamento e do tipo de hidrdlise mais adequados para cada material
lignoceluldsico empregado, o estabelecimento das condi¢cdes Otimas de operagdo de cada
etapa, a selecdo de microrganismos mais eficientes e resistentes, a reducdo da produgdo de
compostos inibitdrios € o melhoramento genético tanto da matéria-prima quanto dos
microrganismos usados.

Diante disso, pode-se dizer que a concretizagdo do etanol de segunda geragao como
fonte de energia tem como ponto de apoio tais pesquisas, as quais representam a oportunidade

de torna-lo tdo competitivo quanto o etanol de primeira geragao.
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