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RESUMO

Atualmente a sustentabilidade tem tido um espago importante na sociedade. Cada vez mais
precisa-se encontrar maneiras de se viver em equilibrio com a natureza, a fim de ndo se esgotar
0s recursos naturais, nem provocar situagdes de desequilibrio ambiental, as quais podem
provocar danos e até perigos a propria vida humana. Nesse contexto, a busca por alternativas
de fontes renovaveis de energia, em substituicdo as fontes ndo renovaveis, tem aspecto
importante. Este trabalho de conclusdo de curso faz uma avaliagcdo de cunho bibliografico da
producdo de etanol de segunda geracdo, processo onde ¢ utilizada matéria-prima
lignoceluldsica, a qual ¢ abundante na natureza e tem como produto final uma alternativa
sustentavel em comparagao com os combustiveis fosseis. Primeiramente ¢ feita uma introdugao,
onde sdo relatados os aspectos gerais da oferta interna de energia atual no Brasil, algumas
defini¢des e um breve historico da producao de etanol no Brasil, além das possiveis matérias-
primas para a producdo do etanol. Em seguida, sdo exploradas as principais etapas do processo
de produgdo, como os pré-tratamentos, a hidrélise e a fermentacdo. Os pré-tratamentos
abordados sdo os fisicos (redugdo de tamanho, pir6lise e irradiagdo), quimicos (pré-tratamento
acido, pré-tratamento basico e organosolv), fisico-quimicos (pré-tratamento com agua quente,
explosdo a vapor e explosdo da fibra com amonia) e os bioldgicos. Logo apds € feita uma analise
da hidrolise do material lignocelulosico, e por Ultimo sdo relatados principais aspectos sobre a
fermentagdo para a obtencao do etanol.

Palavras-chave: Etanol de segunda geracdo, biomassa lignoceluldsica, bagaco de cana-de-

acgucar.



ABSTRACT

Currently, sustainability has had an important place in society. It is increasingly necessary to
find ways to live in balance with nature, in order to not to exhaust natural resources, nor to
cause situations of environmental imbalance, which can cause damage and even dangers to
human life. In this context, the search for alternatives to renewable energy sources, replacing
non-renewable sources, has an important aspect. This work is a bibliographical evaluation of
the production of second-generation ethanol, a process where lignocellulosic feedstock is used,
which is abundant in nature and has as its final product a sustainable alternative to fossil fuels.
Firstly, an introduction is made, which describes the general aspects of Brazil's current energy
supply, some definitions and a brief history of ethanol production in Brazil, as well as possible
raw materials for ethanol production. Next, the main steps of the production process are
explored, such as pretreatments, hydrolysis and fermentation. The pretreatments are physical
(size reduction, pyrolysis and irradiation), physical-chemical (pretreatment with hot water,
steam explosion and fiber explosion with ammonia), chemicals (acid pretreatment, basic
pretreatment and organosolv), and the biological ones. After, an analysis of the hydrolysis of
the lignocellulosic material is done, and lastly, the main aspects on the fermentation are reported
to obtain the ethanol.

Keywords: Second generation ethanol, lignocellulosic biomass, sugarcane bagasse.



CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO

1.1- Fontes Renovaveis de Energia

Segundo dados da Resenha Energética Brasileira, ano base 2017, publicada em junho
de 2018, a Oferta Interna de Energia- OIE (energia necessaria para movimentar a economia de
uma regido, em um determinado espago de tempo), no Brasil, foi de 293,5 milhdes de tep
(toneladas equivalentes de petréleo, que corresponde a energia que se pode obter a partir de
uma tonelada de petréleo padrdo), ou Mtep, e equivaleu a 2,12% da energia mundial. Nessa
OIE, houve a participacao de 43,2% de fontes renovaveis e 56,8 % de fontes ndo-renovaveis.
Os graficos da Figura 1.1 mostram a porcentagem que cada fonte de energia representa na sua

respectiva matriz energética.

N3do-renovaveis Total Renovaveis
166,8 Mtep 293,5 Mtep (2,12% 126,7 Mtep (6,6 % do
Nuclear; . do Mundo) Mundo)
25 Gas Industrial;
Carvio; 11 Lenha e Carvdo Eglica;

9,9 ‘ Hidro; :18,5 29
Gis - VeiS,' 2716 / Solar;
; ) 0,1
Oleo; —> [
22'7 63.7 Ren Biodiesel;
56, 2,7

Outros; 7,9
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Renovaveis: Mundo (13,8%) ¢ OCDE (10,0%)

Figura 1.1-Oferta Interna de Energia no Brasil - 2017 (%) (adaptado de RESENHA
ENERGETICA BRASILEIRA, ano base 2017).

De acordo com a Figura 1.1, na matriz de oferta de fontes renovaveis, percebe-se que o
etanol e bagaco de cana lideram com a maior participacdo (40,3%), seguido pela
hidroeletricidade (27,6%), e em terceiro lugar a lenha e o carvao vegetal, com 18,5%. Outras
fontes renovaveis representam aproximadamente 13,6%. A Tabela 1.1 apresenta uma
comparagdo da oferta interna de energia entre o Brasil, a OCDE (Organizagdo para a

Cooperagao Econdmica e o Desenvolvimento, organizagao internacional formada pelos paises



com as maiores economias do mundo), outros paises ¢ uma média mundial, para os anos de

1973 € 2017.

Tabela 1.1-Oferta Interna de Energia no Brasil ¢ Mundo (% e tep) (RESENHA
ENERGETICA BRASILEIRA, ano base 2017).

Brasil OCDE Outros Mundo
Fonte
1973 2017 1973 2017 1973 2017 1973 2017
Derivados de Petrdleo 45,6 36,2 32,6 35,9 29,9 25,8 46,1 32,0
Gas Natural 0,4 12,9 18,9 27,6 12,9 20,4 16,0 22,4
Carvdo Mineral 3,2 3,6 22,6 16,5 31,1 35,3 24,6 26,5
Uranio 0 1,4 1,3 9,7 0,2 2,3 0,9 5,0
Hidro 6,1 11,9 2,1 2,3 1,2 2,5 1,8 2,5
Outras ndo Renovaveis 0 0,6 0 0,5 0 0,1 0 0,3
Outras Renovaveis 44 8 31,2 2,5 7.7 24,7 13,6 10,6 11,3
Biomassa Solida 44,3 23,9 2.4 4,2 24,7 12,0 10,5 89
Biomassa Liguida 0,5 a,1 0 1,02 0 0,19 o 0,63
Edlica 0 1,24 0 1,12 0 0,41 1} 0,69
Solar 0 0,024 0 0,64 ] 0,48 1} 0,52
Geotérmica 0 0 0,16 0,64 0 0,53 0,1 0,55
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100
dos quais renovaveis 50,8 43,2 4,6 10,0 26,0 16,1 12,5 13,8
Total - Mtep 82,2 293,5 3.741 5.293 2.105 7.850 6.109 13.822
% do mundo 1,3 2,1 61,2 38,3 34,5 56,8

Notas: a) estimativas N2E/MME para o dltimeo aneo, a excegdo do Brasil: b) somente o Mundo inclui bunker: 2,7% da OIE em 2017; c) carvdo inclui gases
da industria siderdrgica; d) "outres” exclui OCDE e Brasil

De acordo com a Figura 1.1 e Tabela 1.1, percebe-se que o Brasil utilizou, no ano de
2017, mais fontes renovaveis (43,2% da oferta interna de energia) contra 10,0 % da OCDE,
16,1% de outros paises e 13,8% da média mundial. Entre 1973 e 2017, a reducao de 9,4 pontos
percentuais na participacdo do petréleo e de seus derivados na matriz energética brasileira
mostra que, seguindo a tendéncia mundial, o Brasil desempenhou esforgos para substituir esses
energéticos fosseis, € aumentou a utilizagao de fontes renovaveis de energia, como a geragao
hidraulica, a produ¢do de biodiesel, € o uso de derivados da cana, como etanol e bagaco para

fins térmicos (RESENHA ENERGETICA BRASILEIRA, ano base 2017).

Fontes renovaveis de energia sdo aquelas que se renovam constantemente ao serem
usadas, por isso sdo consideradas inesgotaveis, por exemplo a fonte hidrica, solar, eélica,
biomassa (energia de matéria organica), geotérmica, oceanica e hidrogénio. Quanto a biomassa,
pode-se considerar toda matéria organica, vegetal e animal, que pode ser utilizada para produzir
energia, como a lenha, o bagaco de cana-de-agucar, cavaco de madeira e residuos agricolas

(EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2018).

Biocombustiveis, como o biodiesel e o etanol, sdo substancias derivadas de biomassa
renovavel, e podem substituir compostos de origem fossil na geracdo de energia. Nao causam

grandes impactos ao meio ambiente devido ao fato de serem praticamente livres de enxofre e



compostos aromaticos e por serem biodegradaveis (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO,
GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS_ANP, 2016).

No Brasil, objetivando diminuir as emissdes de carbono total dos combustiveis vendidos
no pais, diminuir os efeitos do aquecimento global e aumentar a capacidade de producao interna
de biocombustiveis, foi criado o RenovaBio: politica de Estado que determina que as
distribuidoras de combustiveis tenham metas de reducao de carbono do combustivel que elas

vendem, sendo assim, a producao de biocombustiveis ¢ incentivada (VEDANA, 2017).

1.2-Etanol

O etanol é um biocombustivel que substitui a gasolina e outros combustiveis fosseis em
motores de combustdo interna com ignig¢do por centelha. Ele ¢ uma substancia quimica com
formula molecular CoHsO, e produzido especialmente via fermentacdo de agucares (ANP,
2018). Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de etanol (INVESTE SP,
2017). A produgdo de etanol no Brasil atingiu 27,76 bilhdes de litros na safra 2017/2018, e a
expectativa da produgdo de etanol, no primeiro levantamento as safra 2018/2019, ¢ de 28,16

bilhoes de litros (CONAB, 2018).

O etanol pode ser utilizado para diversos usos. Na sua forma pura (etanol anidro), ¢
utilizado como matéria prima de tintas, solventes, aerossois, entre outros; além de ser utilizado
como combustivel misturado a gasolina, obrigatoriamente, ou no diesel, de forma opcional.
Como etanol hidratado (com cerca de 5% de agua), ele ¢ utilizado como combustivel de
veiculos e também na produ¢do de vacinas, remédios, produtos de limpeza, aromatizantes,

cosmeéticos, alimentos e bebidas (PARAIZO, 2012).

Segundo estudo realizado pela Embrapa Agrobiologia, veiculos movidos a etanol
produzido a partir da cana-de-agucar reduzem até 73% da emissdo de CO; na atmosfera,
comparando com as emissoes de veiculos movidos a gasolina; e reduz até 68%, comparando

com os automdveis movidos a diesel (AMATO, 2010).

Estudos indicam que, no Brasil, a primeira usina a produzir etanol combustivel foi a
Usina Serra Grande, de Alagoas, em 1927 (CANAONLINE, 2015). Nessa época, a maior parte
do combustivel usado pela frota brasileira vinha de derivados de petroleo. No ano de 1973, com

o primeiro choque do petroleo, houve o aumento do prego do petrdleo. Nesse contexto, surgiu



no Brasil o Prodlcool, o qual passou por diversas fases. A primeira, entre 1975 ¢ 1979, foi
quando houve a intensificagdo da producdo de alcool anidro para ser utilizado como aditivo a
gasolina. A segunda fase, entre 1979 e 1986, foi marcada pelo segundo choque do petroleo, em
1979, o qual foi responsavel por um aumento ainda maior dos precos do petroleo. Nessa fase o
governo passou a estimular ndo sé a producao do alcool anidro, mas também do hidratado, para

ser utilizado como substituto da gasolina (MICHELLON et al., 2008).

A terceira fase do Prodlcool, entre 1986 a 2003, ocorre em um contexto de queda dos
precos do petrdleo. Nessa fase, ocorre a desaceleragdo e crise do Prodlcool. Além disso,
somando-se o fato do menor incentivo do governo para a producdo de etanol nesse periodo,
com o preco do acucar reagindo no mercado internacional, houve uma prioriza¢dao da producdo
do acticar em comparacgao com o alcool. Dessa forma, no final da década de noventa, com as
crises de planos econdmicos e dificuldades financeiras da época, houve a criacdo de entidades
que tinham o objetivo de encontrar caminhos para solucionar os problemas do setor
sucroalcooleiro. Na quarta fase do Prodlcool, a partir de 2003, o programa ¢ incentivado
novamente apos alguns fatos que ocorreram nesse periodo, como o novo aumento do preco do
petréleo, uma maior conscientizagdo ap6s o Protocolo de Kyoto e devido ao surgimento dos

automoéveis bicombustiveis, movidos a alcool e gasolina (MICHELLON et al., 2008).

Em 2008, inicia-se a fase de estagnacdo na produgdo de cana-de-agucar. Nessa fase, os
investimentos no setor sucroenergético diminuiram devido a crise financeira internacional
desse periodo, além do fato da manuten¢do da estabilidade artificial do preg¢o da gasolina nessa
época. Como consequéncia, a producao de etanol no pais foi afetada. Porém, houve um aumento
do numero de usinas na regido Centro-Oeste (MORAES; BACCHI, 2014). Atualmente, com o
RenovaBio, e o objetivo de reduzir as emissdes de gases do efeito estufa, a demanda por
combustiveis limpos deve ser impulsionada, e ocorrerd uma aceleracao de uma recente onda de

fusdes e aquisi¢des no setor (TEIXEIRA; GOMES, 2017).

Segundo a Resenha Energética Brasileira do ano de 2017, sabe-se que, em 2017, houve
uma alta de 9,2% sobre 2016, no licenciamento de veiculos nacionais e importados, totalizando
um valor de 2,24 milhdes. Desse total, 86% representava os carros flex-fuel. A distribuicao
aproximada, em porcentagem, de veiculos leves (automoéveis e comerciais leves) por tipo de

combustivel, ¢ mostrada na Figura 1.2.
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Figura 1.2-Veiculos leves, por tipo (%) entre 2007 ¢ 2017 (RESENHA ENERGETICA
BRASILEIRA, ano base 2017).

De acordo com a Figura 1.2, percebe-se uma tendéncia no aumento do uso de veiculos
leves flex, e que, em 2017, essa categoria representou 62,7% do total de veiculos leves no Brasil.
Nesse mesmo ano, veiculos movidos a gasolina representaram 26,5% do total, enquanto que os
movidos a diesel foram 9,9% do total. Automoéveis movidos somente a alcool tiveram uma

representacao pequena de 0,7%.

1.3-Matérias-Primas para a Producio de Etanol

Dentre as matérias-primas utilizadas na produc¢do do etanol, pode-se destacar as
sacarineas, onde o etanol é obtido através da sacarose, como a cana-de-actcar e beterraba
acucareira; as amildceas, onde o acucar utilizado para a producdo do etanol ¢ o amido, por
exemplo, batata, mandioca e milho; e as celuldsicas, as quais contém celulose e este ¢
convertido em etanol, como madeira e residuos agroindustriais (MACEDO, 1993 apud

OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, a cana-de-acicar ¢ a matéria-prima mais utilizada na industria
sucroalcooleira, e pode ser utilizada para a produgdo de acucar ou etanol (ANP, 2018). O pais
¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar. Obteve uma producao de 633,26 milhdes de
toneladas na safra 2017/2018, e estima-se uma producdo de 625,96 milhdes de toneladas de
cana-de-agucar para a safra 2018/2019 (CONAB,2018). O amido, segundo MUSSATO et al.,

2010, ¢ a matéria-prima de producao de etanol mais utilizada na América do Norte ¢ Europa.



A Figura 1.3 a seguir apresenta um esquema da produgdo de etanol a partir das matérias-
primas sacarineas (representadas pela cana-de-acucar), amildceas (representadas pelo milho) e

lignocelulosicas.
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Obtencdo de uma solugdo de aglicares fermentaveis Separacdo e purificagdo do etanol

Cana-de-agucar: {g:;a} |:'>

Moagem

Fermentagéo Destilagdo Etanol

Milho: i@} Cooking = i \
P [h" — H 1 —> m — |*"“-]

Moagem Cozimento e Fermentagio Destilagdo Etanol

Hidrélise Enzimatica

it ot BB [ L = 3

Moagem Pré-tratamento Hidrdlise Fermentacdo

Destilagdo Etanol

Figura 1.3-Producdo de etanol a partir da cana-de-acicar, milho e material
lignocelulosico (adaptado de MUSSATO et al., 2010).

A Figura 1.3 mostra que, no caso da cana-de-agucar, o processo de produgdo de etanol
passa por trituragdo do material, onde obtém-se o caldo rico em agucares fermentaveis, em
seguida passa pela fermentacdo e por tltimo pela destilagdo. No caso do milho, apés a moagem,
ele tem que passar por um processo de cozimento com dgua quente para extrair o amido, depois
pela hidrolise enzimatica, para quebrar as moléculas do amido e obter-se moléculas possiveis
de sofrerem a fermentag¢do, uma vez que o amido ndo ¢ fermentéavel. J4 no caso do material
lignocelulosico, ele precisa sofrer um pré-tratamento, depois hidrdlise de polissacarideos em
acucares mais simples, em seguida o material passa pela fermentagdo, e por ultimo pela

destilagao.

1.4-Etanol de Primeira e Segunda Geracao

O que diferencia a produgdo de etanol de primeira geracdo (caso da cana-de-acucar e do
milho citados anteriormente) e segunda geragao (caso dos materiais lignocelulosicos) ¢ que, no
caso da segunda geracdo, ocorrem as etapas de pré-tratamento, além da hidrélise da celulose

antes da fermentacgao.



O caldo da cana-de-agticar apresenta uma constituicao de, basicamente, agua (75-82%)
e solidos totais dissolvidos (18-25%). Dentre os solidos totais dissolvidos, encontramos os
agucares € os nao-agucares (organicos e inorganicos). Os actcares sao formados pela sacarose
(14,5-23,5%), glucose (0,2-1,0%) e frutose (0,0-0,5%). Os ndo-acglicares organicos sao
formados por matéria nitrogenada (proteinas, amidas, aminoacidos), gorduras e ceras, pectina,
acidos, matérias corantes (clorofila, antocianina e sacaretina) e os inorganicos sao 0s minerais,

principalmente silica e K, além de P, Ca, Na, Mg, S, Fe, Al e Cl (PRATI; CAMARGO, 2008).

O etanol de primeira geracdo, no caso da cana-de-agticar, ¢ aquele obtido através da
fermentagdo dos agucares presentes no caldo da cana (sacarose e acucares redutores) (CGEE,
2009). Na obtencao do etanol de primeira geragcdo, somente os agucares simples dissolvidos na
biomassa liquida (seiva) da planta sdo fermentados, uma vez que, para serem utilizadas por
micro-organismos fermentadores, as moléculas de agucar devem ser pequenas o suficiente para

serem metabolizadas em meio liquido e escala microscopica. (RAELE et al., 2014).

Com relagdo aos materiais lignoceluldsicos, eles sdao formados principalmente por
celulose (polimero de carboidrato homopolissacarideo), hemicelulose (polimero de carboidrato
heteropolissacarideo) e lignina (estrutura aromatica) (SANTIAGO; RODRIGUES, 2017). O
etanol de segunda geracdo ¢ aquele obtido pela quebra dos polissacarideos (celulose e
hemicelulose) presentes na biomassa lignocelulosica, a fim de produzir agicares mais simples,

e estes, por sua vez, poderao ser utilizados na producao de etanol.

A parede celular das plantas ¢ onde encontra-se a maior parte do material
lignocelulosico, e ¢ a fragdo mais expressiva da biomassa (STICKLEN, 2008; apud ALVES,
2011). A Figura 1.4 mostra uma representacdo esquematica da estrutura do material

lignocelulosico.



Vegetal Célula vegetal

Figura 1.4-Representag¢do esquemadtica da parede celular da célula vegetal (Adaptado de
RITTER, 2008; apud FACUNDES, 2014).

Segundo Zhang et al. (2004) e Santos et al. (2012), a biomassa lignocelulosica ¢ o
recurso bioldgico renovavel mais abundante da terra. Esse material, além de ser encontrado em
abundancia na superficie terrestre, ¢ de ser uma fonte renovavel de energia, ndo tem custo
elevado e ndo compete com o plantio de alimentos para consumo humano e animal (RUBIN,
2008 apud SANTIAGO; RODRIGUES, 2017). A Tabela 1.2, a seguir, expde a composi¢ao

quimica de algumas biomassas lignoceluldsicas com potencial para producao de etanol.

Tabela 1.2 - Composi¢do quimica de biomassas lignoceluldsicas com potencial para

produzir etanol de segunda geracdo (GOMEZ et al., 2010 apud SANTOS et al., 2012).

Biomassa % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Lignocelulosica
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 0,3
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

De acordo com a Tabela 1.2, percebemos que ha varios compostos na natureza com
potencial energético para a produgdo de etanol, uma vez que esses componentes s30 ricos em

polissacarideos.

No Brasil, duas usinas ja operam a producao de etanol de segunda geracao, a Granbio,
em Alagoas e a Raizen, no estado de Sao Paulo. Elas possuem, juntas, uma capacidade de
producao de 100 milhdes de litros por ano, porém tém produzido menos da metade dessa
capacidade, estdo em fase de aprendizado de produgao, utilizam equipamentos pouco eficientes

e processos que ainda apresentam problemas (ALISSON, 2017).

O mercado de etanol € crescente e, para atender esse mercado, apesar dos investimentos
tecnoldgicos que ainda devem ser feitos na cadeia produtiva, a producdo de etanol de segunda
geragdo torna-se atrativa para a industria do setor sucroenergético, uma vez que € uma
alternativa para o maior aproveitamento da biomassa da cana e de outros residuos agricolas,

pois sdo fontes renovaveis de energia.

1.5-Objetivo Geral

Diante da andlise apresentada, a qual expde as necessidades crescentes da utilizagao de
combustiveis renovaveis e as vantagens em reaproveitar a biomassa de residuos como o da
cana-de-agucar, bastante utilizada no Brasil para a producao de etanol, o presente trabalho de
conclusao de curso tem como objetivo realizar uma avaliagcdo da producao de etanol de segunda

geracdo, através de uma revisao bibliogréfica sobre o tema.
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1.6- Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desse trabalho de conclusao de curso sdo:

1-Descrever as matérias-primas lignoceluldsicas;

2-Apresentar os principais métodos de pré-tratamentos das matérias-primas

lignoceluldsicas;

3-Descrever sobre a etapa da hidrélise na producdo do etanol de segunda geragao;

4-Descrever sobre o processo de fermentagdo do material hidrolisado.
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CAPITULO 2

MATERIAS-PRIMAS LIGNOCELULOSICAS

2.1-Celulose

A celulose ¢ um homopolimero linear, formado pela unido de subunidades de D-glicose,
através de ligagoes B-1,4 glicosidicas (ZABED et al., 2016). A Figura 2.1 mostra uma parte de

um polimero de celulose.

SCH,OH “CH,OH ¢CH,OH

ij—(;_,_ OH
o 1)

OH OH
GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 2.1-Pedaco do polimero de celulose (GOLDENBERG, p. 27, 2007; apud RAELE
etal., 2014).

A hidrolise da celulose gera os monomeros de glicose, e estes sdo possiveis de serem

fermentados pelo micro-organismo Saccharomyces cerevisiae (BNDES; CGEE, 2008)

2.2-Hemicelulose

Hemicelulose ¢ uma estrutura amorfa, formada por heteropolimeros tais como hexoses
(D-glicose, D-galactose e D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acidos urénicos (D-
glucurdnico, D-galacturonico e metilgalacturénico) (McMILLAN, 1993; SAHA, 2003; apud
LIMAYEMA; RICKE, 2012). As hemiceluloses mais abundantes sdo as xilanas e
glucomananas, sendo as xilanas as mais abundantes (GIRIO et al., 2010). A Figura 2.2 mostra

a estrutura de uma hemicelulose.
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Figura 2.2-Estrutura da L-arabino-(4-O-metil-D-glucurono)-D-xilana: 1-Xilopiranose;
2-L-arabinofuranose; 3-acido 4-O-metil-glucurdnico; 4-grupo acetil (adaptado de BRIENZO,
2010).

A hidroélise da hemicelulose ¢ mais facil de ser realizada se comparada com a hidrdlise
da celulose. No entanto, a fermentacdo de pentoses, que vém da hemicelulose, ¢ menos

desenvolvida do que a fermentag@o de hexoses, advindas da celulose (BNDES; CGEE, 2008).

2.3-Lignina

Lignina s3o heteropolimeros aromaticos complexos, derivados de trés principais
mondmeros: o0 alcool p-cumarilico, o 4lcool coniferilico e o dalcool sinapilico
(FREUDENBERG; NEISH, 1968; apud BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003), que
produzem, respectivamente, o p-hidroxifenil (H), o guaiacil (G) e o siringil (S), que sdo as trés
principais unidades aromaticas presentes na lignina, sendo que a quantidade de cada uma varia
de acordo com o vegetal (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). A Figura 2.3 mostra os trés

precursores das unidades de lignina.

OH OH OH
= =
OCH; CH30 : OCHs;
OH OH
Alcool Alcool Alcool
p-cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 2.3-Principais precursores da lignina (LINO, 2015).
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A lignina ¢ responsavel pela unido das células vegetais (BNDES; CGEE, 2008) e
proporciona prote¢do mecanica, quimica e bioldgica aos vegetais. Sendo assim, é necessario
que o material lignoceluldsico sofra tratamento, permitindo que a lignina seja separada e que
seja possivel realizar a hidrolise da celulose e da hemicelulose (YAMAN, 2004; YU; LOU;
WU, 2008; apud FILHO 2013).

A lignina ndo apresenta aglcar simples em sua composi¢ao, dessa forma, ela nao ¢ de
interesse para a realizagdo da fermentagao alcoolica. No entanto, ¢ uma boa alternativa para ser
usada como fonte de energia (BNDES; CGEE, 2008), devido ao seu alto poder calorifico, além
de poder ser transformada em produtos com valor agregado. A empresa Borregaard, instalada
na Noruega, possui um aparato tecnologico que ¢ capaz de extrair e desenvolver produtos a

base de lignina (COLLARES; PAULA, 2015). A Figura 2.4 mostra a estrutura da lignina da

palha de trigo.
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Figura 2.4-Representagdo esquematica da estrutura quimica da lignina de folhosas
(NIMZ, 1981; apud LINO, 2015).



14

CAPITULO 3

PRE-TRATAMENTOS DAS MATERIAS-PRIMAS
LIGNOCELULOSICAS

A etapa de pré-tratamento tem como objetivo, através de alteragdes das estruturas
macroscopicas, submicroscopicas € microscopicas da biomassa, remover o complexo de
lignina-celulose-hemicelulose, tornando mais facil o acesso de enzimas hidroliticas que

convertem celulose e hemicelulose em agucares fermentaveis (ZABED et al., 2016).

O pré-tratamento, além de ser vantajoso economicamente, deve evitar a degradagdo ou
perda de carboidratos e a formagao de inibidores dos processos subsequentes de hidrolise e

fermentag¢dao (SUN; CHENG, 2002).

Lignina Celulose =

“'\ -
Pré-Tratamento (.e :
A -

Figura 3.1-Esquema representativo do pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica
(adaptado de MOSIER et al., 2005).

Hemicelulose

A formagao de inibidores ocorre a partir da degradacao da hemicelulose, da celulose ou
da lignina, provocando o surgimento de acidos fracos, derivados de furano e compostos
fenolicos, os quais poderdo prejudicar a producdo de etanol (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000). A Figura 3.2 a seguir representa a formacio de inibidores a partir da

degradacgdo dos agucares dos componentes da biomassa.
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Figura 3.2-Producdo de elementos inibidores (adaptado de PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Os métodos de pré-tratamento ja propostos e desenvolvidos podem ser classificados em:

fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos.

3.1-Pré-Tratamentos Fisicos

Os pré-tratamentos fisicos sdo aqueles que atuam na biomassa lignocelulosica
aumentando sua area superficial acessivel e tamanho dos poros, e diminuindo o grau de
polimerizacao da celulose e sua cristalinidade (AZUMA et al., 1985; KOULLAS et al., 1992;
RAMOS; NAZHAD; SADDLER, 1993; apud SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996). A energia
necessaria para o pré-tratamento fisico depende do tamanho final das particulas e da diminuigao
da cristalinidade do material lignocelulésico (ZABED et al.,, 2016). Exemplos de pré-

tratamentos fisicos sdo os de fragmentagdo mecanica, pirdlise e irradiagao.
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3.1.1-Fragmentaciao mecanica

A partir da fragmentacdo mecanica, o tamanho da biomassa lignocelulosica ¢ diminuido
e isso pode ser feito por uma combinagdo de lascagem, trituracdo e moagem. O tamanho dos
materiais sao, normalmente, de 10 a 30 mm apo6s o lascamento e de 0,2 a 2 mm apos a moagem
ou trituragdo (SUN; CHENG, 2002). Exemplos desse tipo de processo geralmente feitos sdo a
moagem Umida, moagem a seco, moagem vibratoria € moagem por compressao (SARKAR et

al., 2012).

3.1.2-Pirolise

Pir6lise consiste em um pré-tratamento em que os materiais sdo tratados a uma
temperatura superior a 300 °C, através do qual a celulose se decompde rapidamente e produz
produtos gasosos e carvao residual (KILZER; BROIDO, 1965; SHAFIZADEH; BRADBURY,
1979; apud SUN; CHENG, 2002). O carvao residual ¢, em seguida, tratado por lixiviagdo com
agua ou com acido suave. A glicose € o principal componente do lixiviado da dgua, que contém
suficiente fonte de carbono para o crescimento microbiano a fim de produzir bioetanol

(SARKAR et al., 2012).

3.1.3- Irradiacao

Consiste no tratamento da biomassa com radiagdo de alta energia, incluindo raios
gamma, ultra-som, feixe de elétrons, campo elétrico pulsado, UV e micro-ondas. Esse processo
permite o aumento da area superficial, a redugdo do grau de polimerizagao e cristalinidade da
celulose, a hidrdlise da hemicelulose e a despolimerizagdo parcial da lignina. Entretanto, ¢ um

processo muito caro (ZHENG; PAN; ZHANG, 2009).

3.2-Pré-Tratamentos Fisico-Quimicos
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Pré-tratamentos fisico-quimicos sdo aqueles que atuam tanto quimicamente como
fisicamente na transforma¢do do material lignoceluldsico. Exemplos desse método sdo: pré-
tratamento liquido com agua quente (LHW-Liquid Hot Water), explosao a vapor (ou auto-

hidrolise) e a explosao da fibra com amonia (AFEX-Ammonia fiber explosion).

3.2.1-Pré-tratamento com agua quente (LHW-Liquid Hot Water)

O pré-tratamento LHW baseia-se na remog¢ao da fracdo de hemicelulose, através da
adi¢do de agua a alta temperatura e a alta pressao, para que a agua fique no estado liquido, na
biomassa lignoceluldsica. A altas temperaturas, acidos organicos como o acido acético, sdo
liberados da estrutura da biomassa e atuam como catalisadores na hidrélise da hemicelulose. A
agua pressurizada penetra na matriz lignocelulosica e a desintegra, solubilizando uma por¢ao
significativa da hemicelulose devido a acidez da agua a altas temperaturas (MOSIER et al.,
2005). Finalizado o tratamento, ¢ formada uma corrente solida rica em celulose e lignina e outra

liquida, rica em actcares da hemicelulose (SILVA et al., 2013).

As vantagens desse processo sao a ndo necessidade de trabalhar com reatores resistentes
a corrosao, e de neutralizar a biomassa resultante do pré-tratamento, uma vez que nao € utilizado
reagentes quimicos ou catalisadores (SILVA et al., 2013). A principal vantagem ¢ a pouca ou
nenhuma produgdo de inibidores. Devido a injecdo de agua, ocorre uma significativa
solubilizacdo da hemicelulose resultante desse processo, diminuindo a probabilidade de
degradacao dos acticares obtidos e a formacgao de inibidores (LASER et al., 2002; DRABER,
2013; apud AGUIAR, 2017). A desvantagem desse processo ¢ que ele utiliza grandes
quantidades de agua (MORO, 2015).

3.2.2- Explosao a vapor

A explosdao a vapor ¢ um método em que, vapor de agua penetra no material
lignocelulodsico e condensa, passando a ser liquido dentro das fibras, em equilibrio com vapor
a alta temperatura e pressao (MASON, 1926; BABCOCK, 1932; apud SAAD, 2010). Isso
ocorre em um reator a pressdo e temperatura geralmente proximas de 200 °C e 3 MPa. Essa
condi¢do ¢ mantida por um tempo, até que ocorre uma descompressao, reduzindo o valor da

pressdo até atingir a atmosférica (SUN; CHENG, 2002). Para que essa descompressao ocorra,
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¢ feita uma rapida abertura da valvula do reator, proporcionando que o conteudo seja liberado
para um tanque aberto, a pressdao atmosférica (MASON, 1926; BABCOCK, 1932; ALLEN et
al., 2001; apud SAAD, 2010). Como consequéncia da descompressdo, a 4gua que estava em
equilibrio com o vapor a alta pressao evapora rapidamente, provocando uma explosao no
interior das fibras do material lignocelulosico (MASON, 1926; BABCOCK, 1932; apud SAAD,
2010). Sendo assim, a lignina e a hemicelulose se degradam, facilitando o acesso a celulose
(SUN; CHENG, 2002). Apds o processo de explosdo a vapor, também chamado de auto-
hidrélise, uma vez que esse tratamento ¢ capaz de provocar a hidrolise da hemicelulose e
produzir agucares, ¢ formada uma fracao solida rica em celulose e lignina e uma liquida rica

em agucares da hemicelulose (MORO, 2015).

As vantagens desse processo sdo a ndo necessidade de moer previamente a biomassa e
bons rendimentos de agucares (SILVA et al., 2013), ha também a ndo necessidade de gastar
com tratamento de efluentes e o baixo consumo de energia (BALAT et al., 2008). Esse
tratamento tem como desvantagem a producdo de inibidores da fermenta¢do (ALVIRA et al.,

2010 apud MORO, 2015).

No tratamento a vapor ha a possibilidade de se utilizar uma maior carga de biomassa no
reator se comparado com o tratamento LHW, entretanto, a partir do pré-tratamento LHW,
obtém-se uma maior remoc¢ao de hemicelulose e uma menor quantidade de inibidores (SILVA

etal., 2013).

3.2.3- Explosao da fibra com aménia (AFEX- Ammonia Fiber EXplosion)

No método de explosdo da fibra com amoénia (AFEX), semelhante ao método de
explosdo a vapor, o material lignoceluldsico entra em contato com amonia a alta pressdo e a
temperatura moderada, com a pressdo na faixa de 1,72 até 2,06 MPa e a temperatura entre 60 e
120 °C. A biomassa fica nessas condigdes por volta de 30 minutos até sofrer uma rapida
descompressao, permitindo com que a celulose e a hemicelulose sejam mais acessiveis aos

componentes de hidrolise (MOOD et al., 2013).

As vantagens desse processo sdo a facil recuperagdo da amodnia e a celulose e a
hemicelulose sdo bem preservadas, com pouca ou nenhuma degradacao (TEYMOURI et al.,
2005). A desvantagem desse método ¢ o alto custo da amdénia (HOLTZAPPLE et al., 1992;
apud MOSIER et al., 2005).
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3.3- Pré-Tratamentos Quimicos

Os pré-tratamentos quimicos sdo aqueles que provocam modifica¢des estruturais e
quimicas na parece celular da planta, facilitando o acesso de enzimas a celulose. Os compostos
que podem ser utilizados para esse fim sdao: acidos, bases ou solventes organicos. Exemplos

desse método sao: pré-tratamento acido, basico e organosolv.

3.3.1-Pré-tratamento acido

O pré-tratamento acido tem como objetivo promover a hidrdlise da hemicelulose (SUN;
CHENG, 2002). Ele pode ser feito utilizando-se acido concentrado ou diluido. No caso do acido
concentrado pode ocorrer a formacao de inibidores, corrosdo e também ha a necessidade de se
utilizar equipamentos resistentes (SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015). Além disso, o tratamento
com acido concentrado requer uma etapa adicional para a neutralizagdo da biomassa e
eliminagdo dos inibidores que forem formados (SILVA et al., 2013). Dessa forma, a utilizagao
do acido diluido (com concentracdo geralmente entre 0,1 e 2%) ¢é mais efetiva, uma vez que
proporciona uma menor degradagcdo de agucares e uma menor formacdo de inibidores.
Exemplos de solugdes utilizadas sdo as de acido sulftirico, 4cido nitrico, acido cloridrico e dcido

fosforico (BEHERA et al., 2014).

3.3.2-Pré-tratamento basico

No pré-tratamento basico, o principal objetivo ¢ remover a lignina, promovendo a
degradacao do material lignoceluloésico (SUN; CHENG, 2002). Esse processo tem como
vantagem o fato de necessitar de pressdo e temperatura mais baixas, se comparado com outros
pré-tratamentos. Como desvantagem, esse pré-tratamento necessita de um longo tempo de
residéncia de horas ou até dias (MOSIER et al., 2005). Exemplos de bases utilizadas sao:
amoOnia, uréia, hidroxido de sédio e hidroxido de calcio, sendo este, na sua forma diluida, o
mais utilizado e o mais vantajoso, uma vez que € facil de manipular e tem baixo custo (CHANG

et al., 1998 apud MORO, 2015).
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3.3.3-Organosolv

O método organosolv consiste na utilizagdo de solventes organicos para remover a
lignina e parte da hemicelulose. Apés a sua utilizagdo, os solventes necessitam ser recuperados
a fim de reduzir custos e ndo afetar a hidrolise e a fermentagdo. Dentre as vantagens desse
processo, uma que se destaca ¢ a facilidade de se recuperar a lignina pura como coproduto do
processo. Como desvantagem, tem-se o baixo ponto de ebuli¢do, volatilidade e inflamabilidade
de solventes organicos. Exemplos de solventes utilizados s3o: metanol, etanol, acetona e

etilenoglicol (MOOD et al., 2013).

3.4-Pré-Tratamento Biologico

Os pré-tratamentos bioldgicos sdo aqueles que utilizam micro-organismos capazes de
degradar a celulose, a hemicelulose e a lignina, sendo a celulose a mais resistente ao ataque
biologico (CHIARAMONTI et al., 2012). Exemplos de fungos utilizados sdao os de podridao
marrom, branca e mole (SARKAR et al., 2012). A podriddo branca e a mole atacam a celulose
e a lignina, enquanto que a podriddo marrom ataca principalmente a celulose. Os fungos de
podriddo branca sdo os considerados mais eficazes para o pré-tratamento bioldgico de materiais
lignocelulosicos (FAN et al., 1987; apud SUN; CHENG, 2002).

As vantagens do pré-tratamento biologico sdo a baixa necessidade de energia, além da
auséncia de requisitos quimicos e pode ser feito em condi¢cdes ambientais amenas. Como
desvantagem, ha o fato da taxa de processo ser muito baixa (CHIARAMONTI et al., 2012),
além de ter tempo de pré-tratamento maior se comparado com as demais tecnologias (ZABED

etal., 2016).

Segundo Chiaramonti et al. (2012), os agucares de cinco e seis carbonos sdo obtidos da
matriz lignoceluldsica, com bons rendimentos, somente em diferentes condi¢des. Sendo assim,

os melhores resultados ndo podem ser obtidos, a0 mesmo tempo, para todos os agucares.
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CAPITULO 4

HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A etapa da hidrdlise envolve a despolimerizagdo da celulose em moléculas de glicose,
as quais serdo utilizadas na fermentagdo e convertidas a etanol, juntamente com os agtcares

liberados pela quebra da hemicelulose durante o pré-tratamento (MUPONDWA et al., 2017).

A reagdo de hidrolise da celulose ¢ feita pela adicdo de dgua e pode ser representada
pela equacdo 4.1 a seguir. Para a realizacdo dessa reacdo, os principais métodos utilizados sao
a hidrolise acida e a hidrolise enzimatica, sendo a diferenca entre eles no tipo de catalisador
utilizado. A hidrolise acida, que utiliza um acido como catalisador, pode ser feita com acido

diluido ou concentrado, ja a hidrdlise enzimatica ¢ feita com enzimas.

(C.H,0,) +nH,0—>nC.H,O,  (4.1)

4.1-Hidrélise acida

A hidrolise acida consiste em expor a matéria lignoceluldsica a um produto quimico,
em uma dada temperatura, e por um periodo de tempo especifico, para se obter monomeros de
acucar a partir dos polimeros de celulose e hemicelulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2007;
apud BALAT, 2011).

A hidrélise acida, feita com catalisadores acidos, tem o acido sulfirico como o acido
mais utilizado. Porém, ha casos onde pode ser encontrada a utilizacdo de outros acidos
inorgéanicos, como o acido cloridrico, o 4cido nitrico e os 4cidos trifluoracéticos (TFA). Para
casos com acidos diluidos, podem ser encontrados relatos de utilizacdo do acido fosforico e
também de acidos orgdnicos fracos (GIRIO et al., 2010). Problemas com a hidrélise 4cida
consistem no fato da necessidade de recuperagdo ou neutralizagdo dos acidos antes de efetuar-

se a fermentacdo e também na grande quantidade de residuos produzidos (ZABED et al., 2016).

Esse processo pode ser feito de duas maneiras, ou seja, através do tratamento com acido

diluido a alta temperatura e através do tratamento com acido concentrado, a baixa temperatura
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(BALAT, 2011). Ambos os processos de hidrolise, com acido diluido ou com 4&cido
concentrado, ha a necessidade da remocao ou neutralizacdo do acido antes da fermentagao,

produzindo larga quantidade de residuos (GIRIO et al., 2010).

4.1.1-Hidrolise com acido diluido

A hidroélise com acido diluido requer duas etapas, sendo a primeira, normalmente, um
pré-tratamento com acido diluido e ocorre sob condigdes moderadas de temperatura, como por
exemplo 140 a 160 °C a fim de liberar os agucares da hemicelulose. No segundo estagio, sao
utilizadas temperaturas maiores, por exemplo, temperaturas entre 200 e 240 °C para converter
em glicose, a celulose (NGUYEN, 1998; apud HAYES, 2009). A porc¢ao de hemicelulose da
biomassa lignocelulosica ¢ despolimerizada a temperaturas menores que a por¢ao de celulose
devido ao fato da presenca de diferencas estruturais entre esses dois polimeros (LEE; LYER;

TORGET, 1999; WYMAN, 1999; apud ZABED et al., 2016).

De acordo com rendimentos experimentais modernos, cada etapa dura por volta de 3
minutos e rende 89% para manose, 82% para galactose, e 50% para glicose (NGUYEN, 1998;
apud HAYES, 2009). Segundo BUNGAY (1981), apud HAYES (2009), a cristalinidade da
celulose é, provavelmente, o que limita o rendimento da glicose, uma vez que a taxa de hidrdlise
da celulose amorfa ¢ bem maior que a da celulose cristalina. A hidrélise com acido diluido

envolve solu¢do de H2SO4 de, aproximadamente, 1% em concentracdo (BALAT, 2011).

4.1.2-Hidrolise com acido concentrado

A hidroélise com 4cido concentrado requer, primeiramente, um estagio de pré-tratamento
com um acido (diluido ou concentrado), a fim de liberar os agticares da hemicelulose. Em
seguida, ¢ requerida uma segunda etapa, com a adi¢do de acido sulftrico concentrado (70-90%)
(DIPARDO, 2000; apud HAYES, 2009). A segunda etapa tem como objetivo converter a
celulose em glicose, ¢ feita a temperaturas moderadas, € promove pouca degradagdo dos
acucares formados. Na realiza¢do desse processo, o acido concentrado converte a celulose em
um estado amorfo, deixando-a suscetivel a sofrer hidrolise (DINUS, 2000 apud HAYES, 2009).

A hidroélise com acido concentrado produz rendimentos de acticar proximos de 100% (YU;
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LOU; WU, 2008; apud BALAT, 2011), e o procedimento dura por volta de 10 a 12 horas

(HAYES, 2009).

A Tabela 4.1 a seguir faz uma comparagao entre as caracteristicas da hidrolise com

acido diluido e da hidrolise com acido concentrado.

Tabela 4.1: Comparagao entre hidrolise com acido diluido e com 4cido concentrado.

Hidrolise com acido | Hidrolise com acido Fonte
diluido concentrado
Consumo de acido Menor Maior (GIRIO F. M. et
al., 2010).
Problemas com Menor Maior (GIRIO F. M. et
corrosao de al., 2010).
equipamentos
Energia necessaria Menor Maior (GIRIO F. M. et
para a recuperagao do al., 2010).
acido
Tempo de reagao Menor Maior BALAT, 2007;
apud ZABED et
al., 2016.
Conversao Menor Maior BALAT, 2007;
apud ZABED et
al., 2016.
Degradacgdo dos Maior Menor (YU; LOU; WU,
acucares gerados 2008; apud
BALAT, 2011)
Temperatura do Alta Moderada ZHANG et al.,
Processo 2007 apud ZABED
etal., 2016

Analisando a Tabela 4.1, pode-se perceber que ambas as formas de hidrolise, com acido

diluido e 4cido concentrado, t€ém seus pros e contras. As vantagens da utilizacdo de acido

diluido residem no fato do baixo consumo de acido, menos problemas com corrosdo de

equipamentos, menos energia necessaria para a recuperacao do acido, e menor tempo de reagao.
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Por outro lado, as vantagens da utilizagdo do 4cido concentrado sdo uma maior conversao da
celulose e hemicelulose em agucares fermentéaveis, ou seja, uma maior sacarificagdo, menores
niveis de degradacdo dos agucares gerados, e pode ser utilizada uma temperatura mais
moderada, se comparada com a hidrolise com acido diluido, reduzindo assim, os custos

operacionais.

4.2-Hidroélise enzimatica

A hidrélise enzimatica é aquela feita, geralmente, com micro-organismos que secretam
enzimas durante seu crescimento no meio de cultura, ou sistemas enzimaticos comercialmente
disponiveis, os quais sdo bastante utilizados. Os principais sistemas enzimaticos utilizados na
hidrolise enzimatica de biomassa lignoceluldsica sdo as celulases, hemicelulases (xilanase) e

ligninases (ZABED et al., 2016).

Na producdo de celulases, os micro-organismos utilizados na hidrélise enzimaética
incluem bactérias e fungos, que atuam sob condi¢des aerdbicas ou anaerdbicas, mesofilicas ou
termofilicas. Entre as bactérias, hd aquelas dos géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbiospora e
Streptomyces, que podem produzir celulases (BISARIA, 1991; apud SUN; CHENG, 2002). Ja
entre os fungos, encontram-se os Sclerotium rolfsii, P. chrysosporium e espécies de
Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum e Penicillium, que sdo usados para produzir celulases

(MANI; TABIL; OPOKU, 2002; apud BALAT, 2011).

Na degradagdo da hemicelulose, esta requer multiplas enzimas, pois € quimicamente
bastante complexa, diferente da celulose. As enzimas degradadoras sdo produzidas por varios
fungos e bactérias, como Trichodrema spp. (WONG; SADDLER, 1992; HALTRICH et al.,
1996; apud BALAT, 2011), Penicillium spp. (FILHO et al., 1991; JORGENSEN et al., 2003;
apud BALAT, 2011), Talaromyces spp. (FILHO et al., 1991; TUOHY et al., 1993; apud
BALAT, 2011), Aspergillus spp. (DOS REIS; COSTA; PERALTA, 2003; apud BALAT, 2011)
e Bacillus spp. (VIRUPAKSHI et al., 2005; apud BALAT, 2011).

A Figura 4.1 exemplifica as enzimas envolvidas no processo de hidrdlise enzimatica.



25

Cellobioza Glucosa

Endoglucanase

Cellobiohydrolase
f-glucosidase

==
"y

MNonreducing
ends
0
j¢=
0 [
T
g 0
0
-
.
X
¢
i
1
.
)
§
0&
0%
3
Reducing ends
=

Cellulose

Hemicellulose g e

%7 D-xylose
[ ] L-arabincss . -] -arabimofuranosidass
4-C-methnd-D-glucuronic acid .
p-O-aylosidase
feruiic acid e 1-0-galaciosidass
{:.__ D-galactoss s 0-DI-glucuronidass
Y acetyl group —e i=ruloyl BsterEES
—p BCafyloylan esterase
g H2COH
]
HO oy —HO <t #
- o —CH _OH
= 0 e
= X
=— ~0OCH3 o
<= — O
OCH
=t= ol
p -
. H = Mediator * 5
: - ' I
L o - * e s J' _____ z
L‘.‘_:"_‘ e i 7
ignin Manganese i
Peroxidase Versatile Peroxidase
Peroxidase

Figura 4.1-Enzimas envolvidas na hidrdlise da celulose (a), hemicelulose (b) e lignina
(c) (adaptado de TAHA et al., 2016).

Celulases sdo enzimas que agem na conversao da celulose em glicose. Nesse processo,
no minimo trés enzimas s3ao necessarias, que incluem endo-1-4-B-glucanase ou
carboximetilcelulases (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) e -
glucosidase (EC 3.2.1.21). A endoglucanase age nas regides amorfas da celulose, agindo
aleatoriamente, e liberando cadeias pequenas que possuem extremidades redutoras e ndo

redutoras. Essas extremidades recebem entdo a atividade de enzimas celobiohidrolases (CBHI

age na extremidade redutora ¢ CBHII age na extremidade ndo redutora), obtendo assim, a
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celobiose. Finalmente, B-glucosidase hidrolisa a celobiose, fornecendo glicose como produto

final (TAHA et al., 2016).

As hemiceluloses, para sua degradagao, requerem sistemas de enzimas mais especificos,
por exemplo, endo-1,4-B-xilanase ou endoxilanase (E.C.3.2.1.8), xilano 1,4-B-xilano esterases,
esterases ferulicas e p-cumaricas, a-1-arabinofuranosidases, a-glucuronidase (E.C.3.2.1.139),
a-arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55), acetilxilano esterase (E.C.3.1.1.72) e a-4-O-metil
glucuronosidases xilosidase (E.C.3.2.1.37) sdo necessarios, em proporcdes especificas para a
completa hidrolise da hemicelulose (SAHA, 2003; SANCHEZ, 2009; JUTURU; WU, 2012;
apud TAHA et al., 2016).

Em relacdo a lignina, devido a sua complexidade estrutural, enzimas oxidantes sdo
necessarias que atuem juntamente com as enzimas hidroliticas a fim de quebrar a barreira fisica
ao redor dos polissacarideos do complexo lignoceluldsico. As principais enzimas que atuam na
biodegradacdo da lignina sdo as peroxidades de lignina, peroxidades de manganés e as lacases

(PEREZ, et al., 2002; apud TAHA et al., 2016).

As vantagens da hidrolise enzimatica sdo a especificidade da enzima para o substrato, o
que torna esse processo o mais efetivo e promissor, pode ser realizado a baixas temperaturas e
gera uma quantidade minima de inibidores (ZABED et al., 2016). Além disso, a hidrolise
enzimatica gera altos rendimentos (75-85%), com possibilidades de melhorias a serem
projetadas (85-95%) (HAMELINCK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005). Os custos com utilidades
sdo baixos, uma vez que a hidrélise enzimatica ¢ geralmente feita em condigdes amenas (pH
4,8 e temperatura de 45 a 50 °C) e ndo ha o problema de corrosdo (DUFF; MURRAY, 1996;
apud SUN; CHENG, 2002).

Como desvantagem desse processo, ha o fato de esse ser um processo muito lento,
devido a parametros estruturais do substrato, como a cristalinidade da celulose, a area de
superficie e o conteudo de lignina e hemicelulose (MANSFIELD et al., 1999 apud PAN;
GILKES; SADDLER, 2006).
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CAPITULO 5

FERMENTACAO

A fermentacdo ¢ a etapa que ocorre apds a hidrélise do material lignocelulésico e pela
qual passam os agucares simples produzidos na quebra da celulose e hemicelulose, sendo

convertidos, por micro-organismos, em etanol.

5.1-Micro-organismos

Existem varios micro-organismos capazes de fermentar os carboidratos em etanol em
condi¢des sem oxigénio, entre eles bactérias, leveduras ou fungos, a fim de obter energia
(LYND, 1996). Os micro-organismos capazes de realizar a fermentacdo do bioetanol podem
ser descritos em termos de parametros como faixa de temperatura, faixa de pH, tolerancia ao
alcool, taxa de crescimento, produtividade, tolerdncia osmdtica, especificidade, rendimento,
estabilidade genética e tolerancia a inibidores, além de outros requisitos como compatibilidade
com produtos, processos e equipamentos existentes (DIEN; COTTA; JEFFRIES, 2003; apud
BALAT, 2011).

Entre os micro-organismos capazes de fermentar a glicose em etanol ha a
Saccharomyces cerevisiae e a Zymomonas mobilis, os quais ndo fermentam a xilose
(KESHWANI; CHENG, 2009). O micro-organismo mais utilizado para fermentacdo e
obtengao do etanol industrialmente ¢ a S. cerevisiae (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1993;
apud GALBE; ZACCHI, 2002). Esse micro-organismo fermenta hexoses, mas dificilmente
xylose, uma vez que a S. cerevisiae ndo possue enzimas que convertem a xilose em xilulose.
Em contrapartida, a S. cerevisiae pode fermentar a xilulose (TIAN, et al., 2008). Leveduras
como Pichia stipitis, Candida shehatae e Candida parapsilosis sao capazes de fermentar a
xilose por meio da acdo de xilose redutase (XR), para converter xilose em xilitol e por meio da
acdo de xilitol desidrogenase (XDH), para converter xilitol em xilulose. Sendo assim, a

obten¢do do bioetanol através da fermentagdo de xilose, pode ser realizada por S. cerevisiae
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recombinante, portadora de XR e XDH da P. stipitis e xilulocinase (XK) da S. cerevisiae

(KATAHIRA, et al., 2006; apud BALAT, 2011).

Entre os micro-organismos capazes de fermentar as pentoses tem-se a E. coli, a qual
apresenta varias vantagens, como uma capacidade de fermentar uma ampla gama de agucares,
entre eles D-xilose e L-arabinose; ¢ de manipulagdo genética simples e tem utilizagdo industrial
prévia, como na producao de proteinas recombinantes. Entretanto, possui desvantagens como
o estreito e neutro intervalo de pH (6-8), o que faz com que a fermentagao seja suscetivel a
contaminagdes; apresenta baixa tolerancia a inibidores derivados da biomassa lignocelulésica;
baixa tolerancia ao etanol e formacdo de produtos mistos (etanol, acido acético, acido lactico e

outros), reduzindo a produgio de etanol (DIEN et al., 2003; apud GIRIO et al., 2010).

5.2-Equacoées de fermentacao

No processo de fermentacao a conversao de pentoses, hexoses e dissacarideos derivados
da celulose e hemicelulose, ocorre com base nas seguintes equagdes descritas por TRAN, YET-

POLE e LIN, 2013.

C.H,,0(glicose) > 2C,H,OH +2CO,(5.1)
3C.H,,0,(arabinose, xilose) - 5C,H,OH +5C0,(5.2)
C,,H,,0,,(celobiose) + H,O — 4C,H ,OH +4CO,(5.3)
3C,,H,;0,(x1lobiose) +3H,0 - 10C,H,OH +10CO,(5.4)

5.3-Técnicas de fermentaciao

O processo de fermentagdo pode ser feito a partir das técnicas de fermentacao submersa
ou em estado s6lido. Na fermentacdo submersa, 4gua ¢ misturada a uma quantidade de sélido
pré-definido, produzindo uma mistura de fermentagdo. Ja na fermentacdo em estado soélido,

ocorre a bioconversao da biomassa lignocelulosica em seu estado natural, considerando que o
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material ¢ umidificado, na superficie, com uma fina camada de 4dgua. (REID, 1989 apud

ZABED et al., 2016).

Dentre as duas maneiras de realizar a fermentagdo, em estado sélido apresenta
vantagens em relagdo a submersa. Entre as vantagens, pode-se citar: volume menor do
fermentador, uma vez que ndo ha excesso de dgua no seu interior; custos de energia de
esterilizacao mais baixos, porque menos agua precisa ser aquecida; facil aeragdo, devido ao fato
do ar poder circular entre as particulas do substrato livremente, além do filme liquido cobrindo
o substrato ter uma area superficial grande comparada ao seu volume; custos de capital e
operagao para agitagao e tratamento de efluente sdo reduzidos ou eliminados; possibilidade de
recuperar e secar os produtos a custos mais baixos; muitos dos fungos que degradam a lignina
crescem e se desempenham melhor em condigdes de fermentagdao em estado solido do que em
condi¢des submersas; para muitas bactérias ¢ um ambiente menos favoravel a fermentagdo em
estado sodlido, diminuindo assim o risco de contaminagdo (LEE, 1997). Por outro lado,
atualmente, a produgdo comercial de etanol através da exploragdo da fermentacdo em estado
solido, a partir de biomassa lignocelulosica, ainda precisa superar limitacdes tecno-econdmicas,
resultando em uma pratica mais comum da fermentagdo submersa em instala¢des de producao

de etanol (ZABED et al., 2016).

5.4-Tipos de reatores para a realizacao da fermentacio

Em relacdo aos tipos de reatores, a fermentacdo pode ser feita em processo batelada,
batelada alimentada ou de forma continua. As propriedades cinéticas dos micro-organismos, o
tipo do hidrolisado lignoceluldsico e aspectos econdmicos do processo definirdo a escolha mais

adequada (CHANDEL et al., 2007).

5.4.1-Processo batelada

Cultura em batelada pode ser considerada como um sistema de cultura fechado,
contendo, inicialmente, uma quantidade limitada de nutrientes, inoculada com micro-

organismos para permitir a fermentacdo. Durante a fermentagdo nada ¢ adicionado, com
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excegdo de antiespumante, dcido ou base para controlar o pH e oxigénio (para fermentagao
aerdbica). O método batelada tem baixo risco de contaminagdo, uma vez que ¢ facil o processo
de esterilizagdo, ¢ ¢ mais utilizado em laboratorios, industrias alimenticias e farmacéuticas

(STANBURY; WHITAKER; HALL, 2000; apud ABTAHI, 2008).

5.4.2-Processo batelada alimentada

No processo batelada alimentada, os elementos essenciais da solugdo de nutrientes sao
adicionados em quantidades pequenas no inicio do processo e continuam a serem adicionados
em doses pequenas durante a fermentagdo (ABTAHI, 2008). A utilizagdo desse processo pode
ser feita na producdo de enzimas, vitaminas, aminoacidos, antibidticos, hormodnios de
crescimento (McNEIL; HARVEY, 1990; apud ABTAHI, 2008) e de etanol. Quanto as
vantagens desse processo, em comparaciao com o batelada, pode-se citar um maior acimulo do
produto em concentragdo mais alta, aumento da concentragdo celular maxima viavel e

prolongamento de sua vida til (FRISON; MEMMERT, 2002; apud BALAT, 2011).

5.4.3-Processo continuo

Na fermentacdo em processo continuo, a alimentacdo é continuamente bombeada,
contendo o substrato, meio de cultura e outros nutrientes, em um recipiente agitado onde estdao
ativos os micro-organismos (MAIORELLA; WILKE; BLANCH, 1981; apud CAYLAK;
SUKAN, 1996). A fermentagdo em processo continuo, em comparagdo com O Processo
batelada, tem como vantagem uma maior produtividade e em baixas taxas de dilui¢do ¢ quando
oferece as mais altas produtividades. Além disso, a operacdo continua oferece facilidade de
controle e menos trabalho de operacdao. Esse processo também elimina o tempo improdutivo
relacionado com limpeza, recarga, ajuste do meio e esterilizagdo. Como desvantagem, ha o fato
de a contaminagao ser mais séria nesse processo, em comparagdo com o batelada, uma vez que
o processo deve ser parado, todos os equipamentos devem ser limpos, € a operagdo iniciada

novamente (CHANDEL et al., 2007).



31

5.5-Integracao das etapas de processo

A geracdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica ¢ promissora, mas ainda ha
desafios técnicos e econdmicos a serem superados. O fato da necessidade de diferentes etapas,
como o pré-tratamento, hidrélise e fermentagdo, torna o processo mais complicado e nao
competitivo economicamente. Fazer a integracdo de etapas de processamento, em diferentes
configuragdes, ¢ uma alternativa estudada nos ultimos anos a fim de reduzir etapas,
investimento de capital, bem como consumo de energia e tempo de processo (ZABED et al.,

2016).

Durante a conversao da biomassa lignocelulésica em combustivel, em processos com
hidrolise enzimatica, quatro eventos biologicamente mediados ocorrem: produgao de celulase,
hidrolise da celulose e (caso estiverem presentes) de outros polissacarideos insoluveis,
fermentagao de produtos da hidrolise da celulose soluvel e fermentagao de produtos da hidrélise
da hemicelulose soluvel. Baseando-se no grau em que esses eventos sdo consolidados,
configuragdes alternativas podem ser propostas. A Figura 5.1 a seguir mostra diferentes

possibilidades de configuracdes ja estudadas (LYND et al., 2002).
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bioclogicamente

SSCF oBP
* Producgdo de
f/ [~
celulase Oy “-‘-*;f///; ;,//'/‘;'
¥ S
+ Hidrélise da 77 7
celulose :% ﬁ//{,,;
L s
» Fermentacdo ///‘ ///’,f
da hexose . /ﬁ ;f//ﬁ
* Fermentacdo I/////f /////
da pentose A L. f/

*Cada retdngulo representa um biorreator (fora de escala).

Figura 5.1-Integracdo de etapas de processamento do etanol lignoceluldsico, utilizando
hidrélise enzimatica (adaptado de LYND et al., 2002).

Como pode ser visto na Figura 5.1, hd a possibilidade de se realizar a hidrdlise e a

fermentagdo separadamente (separate hydrolysis and fermentation - SHF). Esse processo ¢
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caracterizado pelas quatro etapas de processo (produgdo de celulase, hidrolise da celulose,
fermentagdo de hexoses e fermentacdo de pentoses) feitas separadamente, e com até quatro
diferentes biocatalisadores. Outra configuragdo seria a sacarificagdo e a fermentagdo
simultaneas (simultaneous saccharification and fermentation — SSF), caracterizada pela
hidrolise da celulose e fementacdo de produtos da hidrélise da celulose em uma unica etapa,
com a producao de celulase a fermentacao de produtos da hidrolise da hemicelulose em etapas
distintas. Também pode existir a sacarificacdo e cofermentacdo simultaneas (Simultaneous
saccharification and cofermentation — SSCF), caracterizada por duas etapas, sendo a primeira a
produgdo de celulase, e a segunda etapa envolve a hidrdlise da celulose, e fermentacdo de
produtos da hidrolise da celulose e hemicelulose feitos simultaneamente. Além desses
processos, ha a possibilidade de se realizar o bioprocessamento consolidado (consolidated
bioprocessing — CBP), também conhecido por conversdo microbiana direta (direct microbial
conversion - DMC), processo essa caracterizado por todas as etapas feitas simultaneamente

(LYND et al., 2002).

A vantagem do processo SHF ¢ a possibilidade de realizar cada etapa sob condi¢des
otimas, por exemplo, a hidrélise enzimatica a 40-50 °C e fermentacdo a cerca de 30 °C. A
principal desvantagem € que os agucares liberados inibem as enzimas durante a hidrdlise

(TENGBORG; GALBE; ZACCHI, 2001).

Em relagdo ao processo SSF, as vantagens sdo o aumento da taxa de hidrodlise pela
conversao de acucares que inibem a atividade da celulase, menor necessidade de enzima, maior
rendimento do produto, requisitos mais baixos para condi¢des estéreis, uma vez que a glicose
¢ removida imediatamente e o etanol ¢ produzido, menor tempo de processo € menos volume
de reator necessario. Como principais desvantagens, hé o fato de que ha diferentes temperaturas
Otimas para hidrolise e fermentacdo, € o etanol formado também pode exibir inibicdo da

atividade da celulase (SUN; CHENG, 2002).

Quanto ao processo SSCF, esse seria realizado por micro-organismos geneticamente
modificados, que fermentam xilose e glicose no mesmo caldo que a hidrolise enzimatica de
celulose e hemicelulose (MOSIER et al., 2005). Como vantagem desse processo, temos o
menor nimero de reatores envolvidos, uma vez que a hidrdlise da celulose, fermentagdo de
hexoses e de pentoses sdo feitas em um reator, além de menos problemas com inibi¢do
enzimatica, pois a presenca de glicose e xilose inibe a hidrélise (HAMELINCK; HOOIJDONK;

FAAIJ, 2005). Como desvantagem, ha o fato da necessidade de aplicar engenharia genética a
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fim de desenvolver um micro-organismo capaz de fermentar os agucares vindos de hexoses e

de pentoses (NUNES, et al., 2013).

Por fim, em relagdo ao processo CBP, as vantagens dele sdo reduzir o nimero de
reatores, além de reduzir o custo de produtos quimicos (SILVERSTEIN, 2004; apud BALAT,
2011). A producao da enzima celulase contribui significativamente para o custo do processo da
hidroélise enzimatica, e na configuragdo CBP, uma etapa reservada para a producao da enzima
celulase ndo € necessaria. Em contrapartida, hé a desvantagem de que nao existe um organismo
robusto disponivel, capaz de produzir celulases ou outras enzimas, além de etanol, com
rendimento alto, levando o processo CBP ndo ser considerado a principal alternativa de

processo de producao de etanol lignocelulésico (CHANDEL et al., 2007).

O sucesso da fermentagdo, na producdo de etanol, varia de acordo com varios fatores,
como a biomassa, tipo de acucares, concentragdo de agucares nos hidrolisados resultantes do
pré-tratamento e hidrolise, micro-organismos e condi¢cdes de processo da fermentacdo. Sendo
assim ¢ dificil ter uma conclusao sobre o potencial de diferentes biomassas, classificando-as de
acordo com o rendimento de etanol. Uma grande quantidade de biomassa lignocelulésica nao ¢

possivel de sofrer fermentagdo sob as mesmas condi¢des (ZABED et al., 2016).

Apos a fermentagdo, o etanol ¢ recuperado do caldo por destilagio ou destilagdao
combinada com adsor¢ao (LADISCH; DYCK, 1979; LADISCH et al., 1984; GULATI et al.,
1996; apud MOSIER et al., 2005). Como produto de fundo, a lignina residual, celulose e
hemicelulose que ndo reagiram, cinzas, enzimas, organismos € outros componentes podem ser
convertidos em varios coprodutos ou concentrados e queimados como combustivel para
alimentar o processo (HINMAN et al., 1992; WYMAN, 1995; WOOLEY et al., 1999; apud
MOSIER et al., 2005).
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CAPITULO 6

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, sabendo que, apesar de importantes para a sociedade atual, as fontes
de energia ndo renovaveis, como os combustiveis fosseis (por exemplo, o carvao, o petroleo e
o gas natural), além de demorarem milhdes de anos para serem produzidos, contém uma alta
quantidade de carbono, sendo utilizados para alimentar a combustao e sua queima realizada a
fim de movimentar motores, gerar energia, entre outras funcdes; promovendo, no entanto,
problemas ambientais, como o agravamento do aquecimento global, devido a niveis altos de

gas carbOnico na atmosfera, chuva acida, contaminagao das dguas, entre outros problemas.

A fim de atender a demanda energética da sociedade, aliada ao fato da necessidade de
que isso seja feito de maneira sustentavel, a busca por fontes de energia renovaveis tem tido
forca crescente atualmente, como a utilizagdo da energia eodlica, solar, hidrelétrica, carvao
vegetal, biodiesel, além da utilizacdo da energia de matéria organica, como a lenha, o bagaco e
residuos agricolas. A produgdo de etanol, a partir de matéria organica lignocelulésica, entra
nessa tentativa de busca por utilizagdo de fontes de energia renovaveis, além de ser um recurso

renovavel abundante.

A producao de etanol de segunda geragdo, apesar de ser uma alternativa promissora as
fontes ndo renovaveis de energia, ainda € um processo mais caro em comparagao a produgao
de etanol de primeira geracdo, e ndo ¢ economicamente viavel atualmente, uma vez que exige
uma série de etapas para atingir o produto final. A biomassa precisa passar por um pré-
tratamento para a quebra da estrutura que envolve a celulose, a hemicelulose e a lignina do
matéria prima, além da etapa da hidrolise da celulose, para s6 depois os agucares poderem ser
fermentados. Além disso, € um processo que gera coprodutos e inibidores, por isso precisa ser

manipulado de maneira bastante precisa.

Em contrapartida, ¢ esperado que, em poucos anos, o custo da produ¢ao de etanol
lignoceluldsico seja mais barato em comparagdo com o de primeira geracdo. Para isso,
investimentos tecnoldgicos na cadeia produtiva do etanol terdo que ser feitos, a fim de diminuir
o custo da biomassa e o custo dos equipamentos industriais; além de investimentos em estudos

para o aprimoramento do processo, principalmente da etapa de pré-tratamento, a qual ¢ uma
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das principais etapas do processo, € que envolve maneiras de como acessar os aglcares da

celulose, a qual esta protegida pela estrutura lignocelulésica.
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