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RESUMO

SILVA, R.F. CONVERSAO ENZIMATICA DE RESIDUOS DERIVADOS DO
PROCESSAMENTO DO Pinus elliotti PARA OBTENCAO DE BIOETANOL.
2014. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia
Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mouréo,
2014.

Materiais lignocelulésicos contém acucares polimerizados, como celulose e
hemiceluloses, que podem ser hidrolisados para facilitar sua fermentacéo por
leveduras e obtencdo de etanol. Este trabalho teve como objetivo a producéao
de bioetanol de segunda geracao a partir de derivados do processamento do
Pinus elliotti previamente tratados por via acida para remoc¢éo da hemicelulose,
tratamento basico para remocdo da lignina, com ou sem aquecimento, a
pressdo normal ou a 1,2atm, seguido por conversdo enzimatica. Foram
realizados dois experimentos para fins de comparacao, A1 e A2. A biomassa
deslignificada foi submetida a hidrélise enzimatica, utilizando diversas enzimas
comerciais: celulase, B-glucosidase, xilanases e hemicelulase. Apos a
conversao, o hidrolisado foi fermentado utilizando Saccharomyces cerevisiae,
depois destilado, e a concentracdo de etanol foi determinada por método
crioscopico. No Al a remocéao de hemicelulose obteve uma média de extracao
em torno de 29%, enquanto no A2 a média ficou em 17%. J& na remocédo de
lignina o A1 apresentou menor percentual de remocéo, quando comparado ao
A2. O experimento A1 solubilizou cerca de 50% da massa da biomassa, ja o A2
obteve um rendimento médio de 41%. Os melhores rendimentos de etanol
foram obtidos no experimento A1, em que a biomassa foi submetida ao
cozimento, com um rendimento médio de 2,7 g/L no experimento A1 e 1,7g/L
para o experimento A2, apresentando rendimento satisfatérios quando
comparado com outros trabalhos. Em termos de conversdo da biomassa em
etanol, os melhores resultados foram obtidos no experimento A1, com uma
média de conversao de 0,20%. Ja para o experimento A2, a conversao foi em
média de 0,15%.

Palavras chaves: Bioetanol, residuos de madeira, conversao enzimatica,
Pinus elliotti.



ABSTRACT

SILVA, R. F. ENZYMATIC CONVERSION OF WASTE PROCESSING OF
DERIVATIVES FOR OBTAINING Pinus elliotti BIOETHANOL. 2014. 40
sheets. Final Project (Bachelor in Environmental Engineering) — Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Polymerized sugars containing lignocellulosic materials, such as cellulose and
hemicellulose, which can be hydrolyzed to facilitate their fermentation by yeast
and production of ethanol. This study aimed to the production of second
generation bioethanol from derivatives of Pinus elliotti previously treated by acid
for removal of hemicellulose, basic treatment to remove the lignin, with or
without heating at normal pressure or 1.2atm, followed by enzymatic
conversion. Two experiments were conducted for comparison purposes, Al and
A2. The delignified biomass was subjected to enzymatic hydrolysis using
various commercial enzymes: cellulase, B -glucosidase, xylanase and
hemicellulase. After conversion, the hydrolyzate was fermented using
Saccharomyces cerevisiae, distilled, and the ethanol concentration was
determined by cryoscopic method. For Al the removal of hemicellulose by
extracting was 29%, while the average of A2 was 17%. For Al the lignin
removal showed lower when compared to A2. The experiment Al solubilized
about 50% of the biomass, and for the experiment A2 an average yield of 41%.
The best ethanol yields were obtained in experiment Al, wherein the biomass is
subjected to heating, with an average vyield of 2.7 g/L and 1.7g/L to the
experiment A2. In terms of biomass conversion to ethanol, the best results were
obtained in experiment Al, with an average of 0.20% conversion. As for the A2
experiment , the conversion averaged 0.15 % .

Key words: Bioethanol , wood waste , enzymatic conversion, Pinus elliotti.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos tempos, a preocupacdo mundial com o problema do
aguecimento global causado pelo excesso de Dioxido de Carbono (CO,)
advindo principalmente da queima de combustiveis fosseis, vem aumentando.
A utilizacdo de combustiveis fésseis € um dos principais fatores com influéncias
negativas no equilibrio ambiental, sendo que a sua utlizacdo deve ser
condicionada, para que ndo sejam atingidos altos indices de poluicdo nas
areas urbanas (SANTOS, 2008). Nesse contexto, os biocombustiveis como o
etanol e o biodiesel surgem como opc¢des ambientalmente viaveis, contribuindo
com a diminui¢do da poluicdo atmosférica.

O etanol é uma das melhores alternativas ao uso de aditivos na
gasolina, a qual apresenta alta toxidez, levando a uma combustdo mais limpa
ao final do processo. Sendo assim, tornam-se necessarias pesquisas para
novas formas de obtencdo deste produto. O etanol pode ser obtido através da
biomassa acucarada (cana-de-acgUcar, beterraba), biomassa amilacea (milho,
trigo, mandioca, etc.) e biomassa celuldsica (residuos da indastria madeireira e
de papel, entre outros) (PEDRO, 2013).

Conforme Silva (2010) a biomassa lignocelulésica pode ser convertida
em etanol por via fisico-quimica ou bioldgica. A via quimica é a mais utilizada,
no entanto, é a que mais utiliza recursos financeiros, além de produzir efluentes
indesejaveis. Com isso a conversdo enzimatica surge como uma alternativa
vidvel ambientalmente e economicamente.

A conversdo de compostos lignoceluldsicos a etanol € dividida em dois
principais processos: a hidrolise da celulose para produzir agUcares simples, e
a fermentacdo destes por via microbioldégica a etanol (BARBOSA, 2011). A
hidrélise é usualmente catalisada pelas enzimas celulases, e a fermentacdo
realizada por leveduras e bactérias. De acordo com Nascimento (2011) os
fatores que afetam a hidrolise da celulose incluem a porosidade (area de
superficie acessivel) do material lignocelulosico, cristalinidade da fibra de
celulose, e o contetudo de hemicelulose. O contetdo de hemicelulose e lignina
dificulta o acesso da celulase a celulose, diminuindo a eficiéncia da hidrdlise,

efeito tal que pode ser minimizado pela remocao daqueles componentes, pela
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reducado da cristalinidade e pelo aumento da porosidade em processos de pré-
tratamentos do material do qual se quer obter etanol (SILVA, 2009).

Os pré-tratamentos dos materiais lignocelulésicos para producdo de
etanol, podem ser por métodos fisicos, fisico-quimicos, e biolégicos. Esses
métodos devem seguir 0s seguintes requerimentos: promover a formacao de
acucares ou dar condicdes para sua formacao por hidrélise enzimatica apés o
pré-tratamento; evitar a degradacdo ou perda do teor de carboidratos; evitar a
formacdo de bioprodutos inibidores do processo de hidrélise enzimatica e
fermentacéo; e ser economicamente viavel (CHEMMES et. al., 2013).

Para as celulases, enzimas envolvidas na hidrélise enzimética de
biomassas de origem vegetal, ainda esta reservada uma fungdo de grande
importancia biotecnolégica, a qual deverd utilizar anualmente muitas toneladas
destas enzimas. Trata-se da hidrolise de biomassa vegetal presente em
residuos lignocelulésicos da agricultura, com a finalidade de obter xaropes de
acucares fermentesciveis. Esta aplicacdo € de grande importancia para o0s
paises de base agroindustrial, visto que poderiam aumentar o rendimento
econdmico de suas culturas, sem a expansao da area plantada (ZANCHETTA,
2013).

E importante salientar que existem outros tipos de residuos com
potencial para conversao a etanol ou outras substancias de interesse comercial
e industrial, tais como cascas de cereais, etc. A biomassa derivada de
materiais lignocelulésicos que sdo descartados na natureza pode ser utilizada
como fonte de obtencdo de etanol, evitando a utilizacdo de areas
agriculturaveis para producdo do alcool em larga escala. A utilizacdo de
residuos lignocelulésicos, principalmente os agroindustriais, deve ser mais uma
rota para obtencdo da maior quantidade de etanol necesséario para suprir a
demanda internacional por esse biocombustivel (PEDRO, 2013).

Este trabalho teve como objetivo a producao de bioetanol de segunda
geracdo a partir de derivados do processamento do Pinus elliotti previamente

tratados por via &cida e basica, seguido por conversdo enzimatica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal a producdo de
bioetanol de segunda geracdo a partir de derivados do processamento do
Pinus elliottii previamente tratados por via acida e bésica, seguido por

conversao enzimatica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o uso de pré-tratamentos &acidos na remocdo de
hemicelulose e lignina de serragem;

e Determinar o uso de pré-tratamentos alcalinos na remocdo de
hemicelulose e lignina de serragem;

e Comparar parametros fisico-quimicos que influenciam no rendimento de

extracdo de hemiceluloses e lignina do Pinus elliottii.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOCOMBUSTIVEIS

De acordo com Santos (2008) e Silva (2009), o termo biocombustivel
refere-se aos combustiveis liquidos ou gasosos do setor de transporte, que séo
predominantemente produzidos da biomassa vegetal. Dentre 0s principais
combustiveis produzidos a partir destes recursos naturais pode-se destacar o
etanol (combustivel liquido), o hidrogénio e 0 metano (combustiveis gasosos).

Nesse contexto surgem o etanol e o biodiesel como opc¢bes viaveis. O
etanol, produzido no Brasil a partir da cana-de-agucar, € o exemplo de maior
éxito dentre os biocombustiveis, sendo utilizado por grande parte da frota de
veiculos automotores, de maneira pura ou misturada a gasolina. Contudo, o
aumento da demanda por esse combustivel de origem vegetal, além de seu
apelo ambiental, fez com que se procure aperfeicoar e aumentar as
possibilidades de producdo do etanol. E nesse ponto que surge o etanol
celulésico (LIMA, 2009). Uma matéria-prima em potencial para uma boa
relacdo custo-beneficio na producdo de etanol é o material lignocelulésico, o
qual € acessivel e de baixo custo por ser um residuo de varios processos
(FUENTES et al., 2007).

Santos (2008) afirma que os biocombustiveis ndo podem, na pratica,
substituir os combustiveis fésseis (gasolina, diesel, etc), pois necessitaria de
grandes areas de producdo, o que implicaria na reducdo da area agricola,
fundamental para a producdo de matéria-prima para a producéo de alimentos,
que aumenta a medida que a populagédo vai aumentando, porém nenhum pais
poderd fomentar o uso de biocombustiveis com o objetivo de substituir os
combustiveis fosseis, mas sim a adicdo aos combustiveis fosseis, para se
diminuir a dependéncia dos paises produtores e 0s impactos ambientais

gerados.
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3.1.1 Bioetanol

O bioetanol € produzido a partir de biomassa ou da fracédo biodegradavel
de residuos, para utilizacdo como biocombustivel. O etanol €, numa definicdo
simples, um &lcool incolor, volatil, inflaméavel e totalmente solivel em agua,
produzido por meio da fermentacdo da sacarose, comercialmente conhecido
como alcool etilico, apresenta formula molecular C,HsO podendo ser obtida por
trés maneiras gerais: por via destilatoria, por via sintética e por via fermentativa
(SANTOS, 2008; POLOBIO, 2009; SILVA, 2009).

Em 1975, com o lancamento do Programa Nacional do Alcool
(Proalcool), a percentagem de alcool anidro (100% °GL (Graus Gay-Lussac))
misturado a gasolina aumentou significativamente e o alcool etilico hidratado
(entre 93,2 °GL e 93,8 °GL) passou a ser utilizado em veiculos cujos motores
foram especialmente desenvolvidos para esse combustivel. Segundo a
Empresa de Pesquisa Energética, desde o lancamento deste programa a
producado de alcool no pais aumentou de 700 milhdes de litros, em 1975, para
23,64 bilhdes de litros na safra 2012/13 e € estimada em 27,17 bilhdes de litros
para 2013/14, um incremento de 3,53 bilhdes de litros, alta de 14,94%.

Os biocombustiveis utilizados no Brasil, sdo na sua maioria,
considerados de 1% geracao, ou seja, biocombustiveis produzidos a partir de
culturas amilaceas (trigo, milho, etc), de culturas oleaginosas (soja, girassol,
etc) ou de culturas agucareiras (cana-de-agucar beterraba sacarina). Em outras
palavras o etanol de primeira geracdo € aquele produzido a partir da
fermentacdo de acuUcares pelo processo de sacarose, sem que haja a
necessidade de liberacdo de aclcares como é o caso do etanol de segunda
geracdo. O etanol 2G é considerado um combustivel de segunda geracao
devido ao processo de obtencdo do produto ser diferente, necessitando de
mais etapas para sua producéo (PEDRO, 2013).

Ha trés etapas principais no processo de conversao dos materiais
lignocelulésicos em etanol, primeiro ha a necessidade de um pré-tratamento
para remocdo de compostos lignocelulésicos para posterior sacarificacdo
enzimatica da biomassa vegetal para disponibilizar os aglcares fermentaveis;

a segunda etapa consiste na fermentacéo dos agucares liberados realizada por
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microrganismos especializados (esta etapa pode ser realizada em uma etapa
combinada chamada de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF)); e a
terceira etapa sendo a recuperacdo do etanol pelo processo de destilacao
(SILVA, 2009). A Figura 1 expde os meios e fontes de obtencéo de etanol.

Biomassa acucarada Biomassa amilicea Biomassa celulasica
(cana, beterraba) (milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
h 4 [ Trituracio Trituracio ]
Extracio por ¢ ¢
pressao ou difusio
Hidralise enzimatica Hidralise acida ou
enzimatica
¥ J' ¢
[ Solucio acucarada fermentivel J

[ Fermentacio ]

!

[ Destilacio ]

'

e

Figura 1 — Rotas tecnoldgicas para obtencéo de etanol
Fonte: Silva, 2009.

Para garantir a sustentabilidade dos recursos naturais, desenvolveu-se
nos ultimos anos uma nova gama de biocombustiveis denominados de 22
geracdo, obtidos a partir de biomassa lignocelulésica. O etanol de segunda
geracao consiste no aproveitamento dos subprodutos da producéo de alcool e
acucar denominados de primeira geracdo. A producao de biocombustiveis de
22 geracdo gera como produto o etanol celulésico obtido por processos
bioquimicos, através da conversdo da celulose e hemiceluloses presentes na
biomassa em etanol (SIMS et al., 2008; NASCIMENTO, 2011; BARBOSA,
2011; BALAT, 2011; PEDRO, 2013).

O bioetanol de segunda geracdo vem sendo produzido pela hidrélise e
fermentacdo de materiais lignoceluldsicos desde o fim do século XIX, mas
somente nos ultimos 25 anos essa tecnologia tem sido proposta para atender o

mercado de combustiveis. Os principais programas de pesquisa e
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desenvolvimento sdo conduzidos nos Estados Unidos e na Europa,
basicamente em escalas experimentais de producdo, mas seu sucesso poderia
transformar o bioetanol em um biocombustivel passivel de ser produzido em
quase todas as regides do mundo, aproveitando a alta disponibilidade de
residuos organicos de diversas fontes (SILVA, 2010).

O etanol contém + 35% de oxigénio na sua composicao e permite uma
combustédo limpa, ou seja, da sua queima resulta formacédo de H,O e CO,, além
de calor (sem residuos carbonosos), além da emissédo de CO;, ser considerada
baixa quando comparados a outros combustiveis (SANTOS, 2008).

Um estudo conduzido pela Embrapa Agrobiologia (2009), comprovou
que o Etanol produzido a partir da cana-de-acucar é capaz de reduzir em até
73% as emissdes de Didxido de Carbono na atmosfera — se usado em
substituicdo a gasolina. Na Tabela 1 é exposta a producédo de Gases de Efeito
Estufa (GEE’s), em especial o CO,, por automével (S10 cabine simples) com
motores de poténcia semelhante que rodam com diesel, gasolina pura,
gasolina brasileira (com adicdo de 23% de etanol) e etanol puro de cana-de-

acucar.

Tabela 1 — Produgao de Gases de Efeito Estufa (GEE’s), em especial o CO,, por automadvel

(S10 cabine simples) e por tipo de combustivel.

. Rendimento Emissbes CO,
Modelo Motor Combustivel (km/L) (kg)
S10 cabine simples 2.8 turbo Diesel 13,5 29,69
S10 cabine simples 2.4 flexpower Gasolina pura 10,4 35,10
S10 cabine simples 2.4 flexpower Gasolina brasileira 9,5 28,62
S10 cabine simples 2.4 flexpower Etanol 7,2 6,92

Fonte: Embrapa Agrobiologia, 2009.

3.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignoceluldsicos sao polimeros de carboidratos complexos
compostos, basicamente, por trés substancias: celulose (CgH100s)X,

hemicelulose (CsHgO4)m e lignina (CgH1003(OCHj3))n. Estes componentes
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representam cerca de 90% da massa seca do material. Os 10% restantes
consiste em extrativos e cinzas (BALAT, 2010; CHEMMES et. al., 2013).

A dificuldade de se converter os materiais lignocelulésicos em insumos
quimicos é atribuida as suas caracteristicas quimicas e morfologicas. Esses
materiais sdo constituidos de fibras de celulose envolvidas em uma matriz
amorfa de polioses e lignina (SILVA, 2009). Em uma molécula de celulose pode
haver mais de 15.000 unidades de glicose e as cadeias de celulose que se
encontram agregadas paralelamente para formar as fibrilas elementares
(Figura 2), que sao insollveis em agua e apresentam regides cristalinas e
amorfas (FENGEL; WEGENER, 1989).
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Figura 2 - Estrutura recalcitrante dos materiais lignocelulésicos
Fonte: ZHANG, 2008.

3.2.1 Celulose

A celulose é o composto organico mais comum na natureza. Ela constitui
entre 40 e 50% de quase todas as plantas. Ha estimativas de que cerca de 50
bilhdes de toneladas deste composto quimico sdo produzidas por ano. Ela esta

presente também em bactérias e algas, mas em pequenas proporcdes,
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estando localizada principalmente na parede secundaria das células vegetais
(KLOCK et al., 2005).

A celulose é um polissacarideo linear de estrutura cristalina. Trata-se de
um homopolimero de unidades repetidas de glicose ligadas por B-1, 4 ligacdes
glicosidicas (OGEDA & PETRI, 2010; SARKAR et. al., 2012; CHEMMES et. al.,
2013). As cadeias de celulose sdo empacotadas em microfibrilas, que séao
estabilizadas por meio de ligacdes de hidrogénio. Em uma molécula de
celulose pode haver mais de 15.000 unidades de glicose e as cadeias de
celulose se encontram agregadas paralelamente para formar as fibrilas
elementares, que sdo insoluveis em agua e apresentam regides cristalinas e
amorfas (ZHANG, 2008; SILVA, 2009).

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose € um heteropolimero curto e muito ramificado formado
principalmente por pentoses (D-xilose e L-arabinose), hexoses (D-glicose, D-
manose, Dgalactose) e acido glucurdénico e manurdnico (OGEDA & PETRI,
2010; SARKAR et. al., 2012; CHEMMES et. al., 2013) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses.
Fonte: Fengel & Wegener, (1989).
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Algumas unidades de acucares possuem cinco carbonos e outras seis,
denominadas respectivamente de pentose e hexose que, quando
condensadas, recebem o nome de pentosana e hexosana, com férmula geral
(CsHgO4)n e (CsH100s)n respectivamente, onde n € o grau de polimerizacao.
Uma pentosana quando hidrolisada leva apenas a unidades de xilose sendo
denominada xilana e uma que leva unidades de arabinose, arabinana. Uma
hexosana quando hidrolisada, dependendo da sua unidade pode ser chamada
de manana ou galactana (D’ALMEIDA, 1981).

3.2.3 Lignina

A lignina € um polimero amorfo formado por redes tridimensionais
compostas por unidades fenilpropano interligadas. Dentre suas caracteristicas
mais relevantes esta a rigidez da parede celular da planta, sua tensédo oxidativa
e a resisténcia contra ataque microbiano, devido a sua natureza hidrofébica
(OGEDA & PETRI, 2010; SARKAR et. al., 2012; CHEMMES et. al., 2013).

A lignina provém da polimerizacdo de hidrogenativa dos seguintes
alcoois: 4&lcool trans-coniferilico; &lcool trans-sinapilico e &lcool trans-
paracumarico (Figura 4). Também podem possuir, em sua estrutura, acidos

carboxilicos aromaticos, na forma de éster (D’ALMEIDA, 1981).
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Figura 4 - Ligacdes a e B —aril éter da macromolécula de liginina.

Fonte: Fengel & Wegener, (1989).
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3.2.4 Outros Compostos

Os materiais lignocelulésicos podem conter também uma extensa
variedade de extrativos organicos, os quais podem ser extraidos por solventes
polares ou apolares. S8o exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras,
alcaloides, proteinas, fendlicos, acucares simples, pectinas, mucilagens,
gomas, resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 0leos essenciais
(SILVA, 2009).

3.3 PRE — TRATAMENTO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O processo mais desafiador na producdo de combustivel de segunda
geracdo é o pré-tratamento da biomassa. Os métodos de pré-tratamento se
referem a solubilizacdo e a separacdo de um ou mais componentes dessa
biomassa (CHEMMES et. al., 2013).

Devido a natureza cristalina da celulose, a barreira fisica formada por
ligninas ao redor das fibras celulésicas e a presenca de complexas interacfes
entre hemicelulose e celulose presentes nas paredes celulares dos vegetais e
entre estes polissacarideos e ligninas, o pré-tratamento desse material
representa uma etapa imprescindivel na rota de producdo, pois objetiva
separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose, aumentar a
fracdo amorfa da mesma e solubilizar a hemicelulose, separando o hidrolisado
da celulose para que o mesmo fique mais acessivel as hidrélises bioldgicas e
quimicas (SARKAR et. al., 2012; CHEMMES et. al., 2013).

De acordo com a sua natureza, 0s pré-tratamentos podem ser
classificados em: fisicos, quimicos, biologicos e fisico-quimicos (BARBOSA,
2011). Os pré-tratamentos fisicos sdo aqueles que utilizam a moagem de
impacto, aplicando for¢cas de cisalhamento e de reducdo da cristalinidade da
celulose. Este método possui 0 inconveniente de precisar de um elevado

consumo energético. Os pré-tratamentos quimicos tem como objetivo
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solubilizar a fracdo de lignina e alterar a estrutura da celulose, facilitando a
acdo das enzimas. Os principais pré-tratamentos quimicos sdo a oxidagao
Umida, o tratamento com ozoénio, a hidrolise alcalina e o tratamento com
solventes organicos (BARBOSA, 2011).

A etapa de pré-tratamento lignoceluldsico ja vem sendo estudada ha
muito tempo pela industria de celulose e papel, que utiliza predominantemente
o tratamento alcalino, conhecido como processo Kraft. Entretanto, o setor
papeleiro ndo utiliza a celulose para fermentacdo, a geracao de inibidores na
etapa de pré-tratamento ndo é um problema, porém é um fator essencial para a
fermentacdo do hidrolisado para a producdo de etanol lignocelulésico. Assim,
na ultima década, varios tipos de pré-tratamento vém sendo estudados visando
reducdo de custos e minimizacédo de inibidores para a producédo de bioetanol.
As etapas seguintes como, hidrolise e fermentacdo, vém se mostrado um
grande desafio em termos de conversao (NASCIMENTO, 2011).

3.4 CONVERSAO ENZIMATICA

Economicamente, as enzimas sdo metabdlitos comerciais importantes,
gue podem ser produzidas a partir de microrganismos de diferentes géneros e
espécies. Estas enzimas possuem uma infinidade de utilidades no cotidiano,
com uso em tecidos, alimentos, farmacos, tratamentos industriais e ambientais,
entre outros.

As enzimas sdo proteinas sintetizadas em células vivas, possuindo
assim, estruturas proteicas, as quais podem ser primarias, secundarias,
terciarias ou ainda quaternarias, dependendo da atividade catalitica para qual
séo destinadas. A estrutura e o centro ativo enzimatico sdo decorrentes de sua
estrutura tridimensional, que podem ser afetados por agentes capazes de
provocar alteracfes na proteina. I1sso torna a atividade enzimatica dependente
das caracteristicas do meio, principalmente o pH e a temperatura. Toda reacéo
quimica catalisada por enzimas sera afetada de acordo com a variagcdo da

temperatura. Quando a temperatura aumenta, a velocidade de reacéo
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inicialmente aumenta, em virtude da energia cinética aumentada entre as
moléculas e o substrato (MARZZOCO et al., 1999).

Do ponto de vista termodindmico, uma enzima € um catalisador que
acelera uma reacéo porgque diminui sua energia de ativacdo, sendo que, quanto
maior for a energia de ativacdo, mais lenta a reacdo ocorrera. O aumento na
velocidade da reagdo ocorre devido ao fato de a enzima aumentar o nimero de
moléculas ativadas, ou seja, capazes de reagir (LEHNINGER, 1989).

Através do uso de enzimas, no caso a celulase, a celulose pode ser
hidrolisada a glicose e a mesma pode ser utilizada para aumento da producao
de etanol, bem como para a producdo de insumos quimicos como: etileno,
buteno (dimerizac&o de etileno), propileno (metastese de buteno com etileno),
butadieno (via acetaldeido, processo da COPERBO) e acido acrilico (via acido
lactico) (LEHNINGER, 1989).

Celulases sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose,
principal composto presente nas células vegetais. No caso das celulases, trés
enzimas fazem parte desse grupo, elas recebem o0s nomes de
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. As endoglucanases agem na
regido interna da fibra de celulose e liberam compostos menores formados por
poucas unidades de glicose, os chamados oligossacarideos (acUcares
pequenos). As exoglucanases agem nas extremidades das fibras de celulose e
liberam unidades de glicose (livres) ou celobiose, que sdo compostos menores,
formados por duas unidades de glicose. As [-glicosidases representam um
grupo de enzimas com funcdes variadas e fazem parte da familia das glicosil
hidrolases e quebram a ligacdo quimica existente entre as duas unidades de
glicose que formam a celobiose, liberando unidades de glicose (livres)
(ZANCHETTA, 2013).

3.5 CULTURA DO Pinus Eliottii

Procurando utilizar economicamente as areas que ocorrem no Estado de
Sé&o Paulo, em 1936, o Servigo Florestal deste Estado iniciou a introducéo de

coniferas exoticas, principalmente com espécies de origem europeia. Em 1948
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foi introduzido, do sudeste dos Estados Unidos, o Pinus elliotti. Entre 1955 e
1964, estabeleceram-se grandes programas de reflorestamento, baseados
exclusivamente em Pinus elliottii e Pinus taeda, sendo que, até 1974, somente
o servico Florestal do Estado de Sao Paulo plantou 60.000.000 de arvores. O
crescimento inicial rapido e uniforme e as facilidades de aquisicdo de sementes
fizeram com que a maior parte das plantacdes fosse feita com Pinus elliotti
(SUASSUNA, 1977).

O Pinus é uma espécie de plasticidade genética, isto €, apresenta
capacidade de adaptacdo mesmo em ambientes diferentes dos de ocorréncia
natural. O Pinus tem um nimero muito grande de espécies, algumas originarias
dos Estados Unidos, como é o caso do Pinus elliotti. Estas espécies estédo
plantadas em larga escala no sul do Pais, compreendendo os Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e sul de Sdo Paulo. O Pinus elliottii
necessita de invernos frios com temperaturas minimas de 0°C e ndo suporta
periodos secos com déficit hidrico. Em termos taxondmicos, esta espécie é
denominada Pinus elliottii var. elliottii. Existe outra espécie que € o Pinus elliottii
var. densa muito pouco utilizada até agora. A dificuldade de se obter sementes
€ ainda um obstaculo a sua difusdo. Em S&o Paulo, esta espécie tornou-se
promissora em areas de transicdo entre Pinus elliottii var. elliotti e Pinus
caribaea var. caribaea (SUASSUNA, 1977).

Segundo a Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
(ABRAFF) em 2012 o Brasil possuia uma &rea de mais de 1,5 milhdo de
hectares plantadas de Pinus elliotti, sendo a regido sul a que possui maior area

plantada.

3. 6 PRODUCAO COMERCIAL DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

A producdo do etanol a partir de materiais lignocelulésicos em escala
comercial ja& é uma realidade nos dias de hoje, e tem sido amplamente
estudadas a fim de viabilizar este processo.

A empresa IOGEN Corporation, localizada em Ottawa (Canada), instalou

uma unidade de demonstracdo de um processo de hidrélise catalisada por
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enzimas, com capacidade para produzir até 7.600 litros por dia de etanol. A
matéria-prima de partida é a palha de trigo, que é um residuo remanescente
dessa cultura. A producdo comercial das enzimas € um dos pontos criticos que
limitam a aplicabilidade desta tecnologia (IOGEN, 2014). .

No Brasil o primeiro empreendimento que produzira etanol de segunda
geracdo, a partir de bagaco da cana-de-agucar, esta localizado no estado de
Alagoas. A Bioflex 1, unidade industrial da GranBio, é a primeira fabrica de
etanol celulésico em escala comercial do Hemisfério Sul. Instalada no
municipio alagoano de S&o Miguel dos Campos, distante 55 quildmetros do
porto de Maceid, a unidade entrou em operacdo em setembro de 2014. Tem
capacidade para produzir 82 milhdes de litros do biocombustivel por ano. Um
conjunto de tecnologias (pré-tratamento, hidrolise enzimética e fermentacao)
permite a transformacdo de palha e bagaco de cana-de-agclUcar em um
biocombustivel que ndo compete com alimentos, pois ndo € necessario plantar
nenhum hectare a mais de cana-de-agUcar para produzi-lo. A matéria-prima
utilizada no processo € composta apenas por residuos, como a palha, que
antes era descartada ou queimada nos canaviais (GRANBIO, 2014).

Ja no caso dos residuos da madeira a producédo de etanol se tornaria
atrativa em paises com territério menores e com condi¢Bes climaticas néo
favoraveis as outras culturas lignoceluldsicas. No Brasil o processamento de
madeira é destinado a producdo de toras, compensados, serragem, pellets,
celulose, papel, etc. Os residuos de serragem gerados poderiam ser facilmente
hidrolisados e adicionado a outros mostos para producao de etanol, uma vez
gue o hidrolisado € rico em acucares fermentesciveis.

Com isso milhares de toneladas de casca de madeira que séao
desperdicadas durante seus processos, poderiam ser utilizadas para producao
de etanol. Alguns trabalhos vem sendo desenvolvidos e que fazem parte de
esforcos de varios pesquisadores em investigar a viabilidade dessa matéria-
prima na producgédo de etanol. A casca da madeira ndo concorre com a industria
alimenticia, ndo passa por periodos de entressafra e ndo € usada para a
producdo de celulose. Bragatto (2011) afirma que uma tonelada
de cana produz cerca de 80L de etanol, enquanto a mesma medida de casca

fresca de eucalipto produz 106L. Isso comprova que mais estudos sobre a
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producdo de etanol de segunda geracédo devem ser feitos, tendo como objetivo
0 maior rendimento possivel do processo.

Almeida a Araujo (2012) afirmam que os custos de producdo do etanol
celulésico é superior aos demais, tendo um custo médio de US$ 0,80. Mais que
o dobro do que se gasta com o etanol a partir de amido (US$ 0,35) e do etanol
por sacarose (US$ 0,27). O elevado custo do etanol celulésico se d& pelos
custos com solventes quimicos nos pré-tratamento de deslignificacdo da

biomassa, além das enzimas utilizadas no processo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

e Material lignocelulosico: foi utilizada como substrato, a serragem do
Pinus Eliottii obtida em uma madeireira no municipio de Campo Mourao
- PR.

e Reagentes de hidrdlise: para o desenvolvimento das reacdes de
hidrélise da celulose foram utilizadas as enzimas comerciais NS50013
(celulase, lote CCN03102), NS50010 (B-glucosidase, lote DCN00209),
NS50030 (xilanase, lote CDNO00412), NS22002 (hemicelulase, lote
cnn02193) e NS50012 (complexo multicomponentes, lote KTN02161)
obtidas com a Novozymes, além de solucdo tampdo de Mcllvaine,
leveduras Saccharomyces cerevisiae, NaOH (99%) e H,SO,; (98%)

obtidos no Laboratorio de Residuos da UTFPR campus Campo Mouréo.

4.2 METODOS

4.2.1 Pré — Tratamento do material lignoceluldsico

A serragem foi triturada em moinho de facas do tipo Wiley para reduzir o
tamanho das particulas, ndo ultrapassando uma granulometria de 0,075 mm. O
material foi classificado em peneiras da serie Tyler.

O material classificado foi submetido inicialmente a extragcdo de
hemicelulose por hidrélise acida, sendo utilizados dois pré-tratamentos para
comparacao (A1 e A2) (MACHADO, ZANGIROLAMI & ADRIANO, 2009). Os
experimentos foram realizados em triplicata, cujos resultados foram avaliados

em termos da massa perdida das amostras apos cada pré-tratamento.
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4.2.1.1 Pré — Tratamento segundo Sassner et. al. (A1)

No experimento Al, 225 mL de &acido sulfurico a 0,35% (v/v) foram
misturados a 50g de material seco. A mistura foi levada a autoclave por uma
hora a 121°C e pressado de 1,2 atm. Apds cozimento o residuo foi lavado com
abundancia com agua destilada até atingir o pH 5. Posteriormente a lavagem e
filtracdo, o material foi levado a estufa por 12 horas a uma temperatura de
50°C. O material ja seco era armazenado em geladeira com temperatura de
4°C (SASSNER et al., 2008).

4.2.1.2 Pré — Tratamento segundo Carvalho et. al. (A2)

O experimento A2 foi submetido somente a acdo quimica, sem
cozimento para fins de comparacdao. No A2 50g de material seco permaneceu
imerso em 500mL de acido sulftrico diluido 0,5 % (v/v) por 2 horas, sob
agitacdo. Apods esse periodo, os sélidos foram lavados em abundancia com
agua destilada para remocdo do excesso de acido até o pH estiver neutro,
secos a 50°C. O material ja seco era armazenado em geladeira com
temperatura de 4°C (CARVALHO et al., 2005).

4.2.2. Extracdo de Lignina

Para remocdo da lignina da serragem foi utilizado o processo de
deslignificacédo alcalina. Conforme Martins (2007), foi pesado 25 g do material
sem hemicelulose ja seco e adicionado a 500 mL de uma solucdo de NaOH a
4% (p/v). A mistura foi levada a autoclave por 30 minutos a 121°C e pressao de
1,2 atm.
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Apoés cozimento o material foi lavado com agua destilada até pH neutro.
Depois da lavagem e filtracdo a biomassa foi seca em estufa a uma
temperatura de 50 °C por 12 horas, até a umidade da biomassa estar em torno
de 20%, como sugere Dowe (2008) para preservar a estrutura da celulose.
ApoOs secagem a biomassa foi armazenada em geladeira com temperatura de
4°C, conforme Carvalho et al., 2005.

O procedimento adotado € exposto pela Tabela 2 (MACHADO,
ZANGIROLAMI & ADRIANO, 2009).

Tabela 2 — Procedimento de deslignificacdo da biomassa.

Experimento Ensaio Temperatura Tempo H,SO, NaOH
(°C) (min) (% viv) (% p/v)
1 121 60 0,35 4
Al 2 121 60 0,35 4
3 121 60 0,35 4
4 25 120 0,5 4
A2 5 25 120 0,5 4
6 25 120 0,5 4

A determinacdo do rendimento de deslignificacdo do residuo foi
realizada pela diferenca de massa antes e ap0s a secagem da massa
deslignificada em estufa de circulagdo induzida a 50°C. Essa determinacao é
necessaria para quantificar a proporcdo de enzimas necessarias para
realizacdo da hidrélise enzimatica que devem obedecer as especificacdes da

empresa fornecedora (Novozymes Latin America Ltda).

4.2.2 Preparagéo da solugdo tampao de Mcllvaine

Para a preparacdo da solucdo tampado de Mcllvaine, foram preparadas
inicialmente duas solucdes distintas, sendo uma de fosfato de sédio dibasico, e
outra de acido citrico.

A solucdo aquosa de fosfato de sodio dibasico (Na,PO,) foi preparada
na concentragéo de 0,05 M, para isso, foram dissolvidos 8,907g de Na,PO, em

1 litro de agua destilada. A solucdo aquosa de &acido citrico (CgHgO;) foi
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preparada na concentracdo de 0,05 M, para isso foram necessarios dissolver
10,504 g de C¢HsO7 em 1 litro de agua destilada. As solugfes foram misturadas
até atingir pH 5.

4.2.5 Hidrélise enzimética

Os preparados enzimaticos usados na hidrélise do material
lignoceluldsico foram as enzimas celulase (NS50013) suplementada com [3-
glucosidase (NS50010). A celulase tem como funcdo romper a estrutura da
celulose do material pré-tratado (deslignificado) em celo-oligbmeros e
celobiose, enquanto a B-glucosidase devera transformar a celobiose em
glicose. De acordo com a fornecedora, Novozymes Latin America Ltda, a
adicdo de fB-glucosidase deve ser de aproximadamente de 5-10% (v/v) da
guantidade de celulase para a completa hidréolise da celulose disponivel.
Dependendo das propriedades do método de alimentacdo e do tratamento
prévio (nesse caso deslignificagdo com solucéo alcalina), uma combinacéo de
celulase, B-glucosidase, xilanases (NS50030), hemicelulase (NS22002) e
complexo enzimatico de carboidrase (NS50012) podem ser utilizados.

A descricdo de cada complexo enzimatico esta especificada no
Quadrol.
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Quadro 1 - Descricdo das enzimas da Novozymes utilizadas no processo.

Complexo Enzimatico

Descricao

NS50013

(Complexo de Celulases)

Esta preparagdo de celulase catalisa a quebra de
celuldsico em glicose, celobiose, e polimeros de glicose de
elevado peso molecular. Este complexo pode ser usado
para reducéo da viscosidade ou elevar o rendimento de
extracao de varios produtos de origem vegetal.

NS50010

(B-glucosidase)

A B-glucosidase também conhecida como celobiase,
hidrolisa e celubiose em glicose. A celobiose é um
carboidrato que consiste de duas moléculas de D-glicose,
ambas unidas por uma ligagao f3-1,4 glicosidica. A
NS50010 pode ser usada para suplementar a NS50013
afim de elevar o rendimento dos agucares fermentesciveis.

NS50012

(Complexo enzimético)

A NS50012 é um complexo multi- enzimético contendo
uma ampla faixa de carboidrase, incluindo arabinase, -
glucanase, celulase, m-celulase, pectinase e xilanase. A
NS50012 pode quebrar as paredes celulares para
extracdo de componentes Uteis a partir de tecidos vegetais
e podem ser utilizadas no processamento de materiais
vegetais e cereais. Esta enzima tem a capacidade de
liberar os materiais ligados e pode degradar uma
variedade de polissacarideos ndo amilaceos.

NS50030 (Xilanase)

A NS50030 é uma endo-xilanase purificada com uma alta
especificidade para pentosanas solUveis. Podem ser
usadas para liberar agucares pentoses a partir de fracdes
de biomassa de hemicelulose.

NS22002

(B-glucanase/xilanase)

A NS22002 contém uma mistura de enzimas beta-
glucanase e xilanase. A 3-glucanase e a xilanase séo as
duas principais enzimas ativas presentes nessa
preparacdo enzimatica, mais o produto também contém
outras enzimas, incluindo celulase, hemicelulase e
pentosanase.

Na Tabela 3 séo listadas as caracteristicas das enzimas e os parametros

indicados para sua aplicacédo de acordo com o fornecedor. A dose sugerida das

enzimas € baseada em peso percentual em relacdo a quantidade de biomassa

(sélidos totais) em base seca.

Tabela 3 - Caracteristicas das enzimas e doses recomendadas.

Enzimas Densidade pH Temperatura °C Dosagem2
(g/mL) % p/p (ST)

NS50013 Complexo 1,2 45-6,5 45 -50 2-6%
Celulase
NS50010 1,2 25-6,5 45 -70 0,2 - 0,6%
B-Glucosidade
NS50012 Complexo 1,2 45-6,0 25-55 0,05 - 0,4%
Enziméatico
NS50030 Xilanase 1,1 45-6,0 35-55 0,1-0,5%
NS22002 Hemicelulase 1,2 50-6,5 40 - 60 0,4 —-2%
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Apoés a sequéncia de deslignificacdo, 15g de material deslignificado foi
colocado em recipiente de vidro, contendo 600 mL de solucdo tampé&o de
Mcllvaine com pH corrigido para 5,0. Em seguida a solugdo foi aquecida em
banho-maria até 45 °C.

Seguindo as recomendacdes do fabricante, 0,075mL do preparado
enzimatico NS50030, equivalente a 0,0825g, foram adicionados a solugéo ja
aguecida, a reacao processou-se por 20 min. Em seguida, adicionou-se 0,3mL
do preparado NS22002, equivalente a 0,36g. A solucdo permaneceu em
aguecimento a 50 °C por 20 minutos. A terceira etapa do tratamento consistiu
na adicdo de 0,06mL do preparado NS50012, equivalente a 0,072g. Essa
solugdo permaneceu sob aquecimento a 55°C por 20min. Na quarta etapa do
tratamento foi adicionado 0,9mL, equivalente a 1,08g das enzimas NS50013. A
reagdo se processou em banho-maria por 30 min. em temperatura de 50°C. O
altimo tratamento enzimatico consistiu da adicdo de 0,09mL, equivalente a
0,108g do preparado enzimatico NS50010. Essa reacao se processou por 30
minutos sob aquecimento a 50°C. Na tabela 4 é exposto o resumo do

procedimento adotado.

Tabela 4 — Tratamento enzimatico realizado.

Sequéncia Enzimas Tempo (min)  Temperatura °C pH Dosagem
mL

NS50030 (Xilanase) 20 45 50 0,075

NS22002 Hemicelulase 20 50 50 0,3

NS50012 Complexo 20 55 50 0,06

Enzimatico

NS50013 Complexo 30 50 50 0,9

Celulase

NS50010 B-Glucosidade 30 50 5,0 0,09

ApOs o0 processo enzimatico, o pH do hidrolisado foi corrigido para 5,0
com solucdo tampéo de Mcllvaine, depois adicionou-se 7,5 g de leveduras
Saccharomyces cerevisiae diluida em agua para proporcionar a fermentagéo
alcodlica. Apds um periodo de 72h, o mosto fermentado foi destilado para

obtencao de etanol.
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4.2.6 Determinacéo do teor de etanol

O teor alcodlico das amostras foi determinado pela técnica de Crioscopia
(PLATA-OVIEDO, 2009), por meio do Crioscépio MC 5400. Com a equacéao da
curva de calibracdo (Eqg. 1), que relaciona o teor de etanol (% v/v) com o
descenso do ponto de congelamento (MATOSO, 2013).

% ETANOL (v/v) = [(2,944467 x At °H) + 0,021435] x r2 Eq. 1

Onde: At °H é a diminuicdo do ponto de congelamento; r* = 0,9989 (fator de

diluicdo da amostra).

4.2.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados através de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, pelo software livre BIOESTAT versdo 5.3 para a
comparacdo das médias entre os tratamentos, utilizando-se um nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 5 ilustra as mudancas visuais ocorridas na biomassa apés os

pré-tratamentos.

(a) (b) (©)
Figura 5 — (a) Hidrolisado com H,S0O, (0,35% v/v) a 121°C e 1,2 atm. (b) Hidrolisado com
H,SO, (0, 5% v/v) a temperatura e pressao ambiente. (c) Hidrolisado com NaOH (4 % p/v).

A Figura 5a representa o resultado apds tratamento com H,SO,4, com
temperatura e pressdo elevada, e a Figura 5b expde o material apos o
tratamento com H,SO,4, em temperatura e pressao ambiente. Percebe-se que a
coloragédo do hidrolisado apés o tratamento com H,SO, combinado com altas
temperaturas e pressdo apresentou tonalidade mais avermelhada, o que indica
uma melhor extracdo dos compostos. A figura 5¢ apresenta o hidrolisado ap6s
tratamento para remogao da lignina com NaOH, onde a coloragéo escura se
deve a presenca de lignina, um dos principais responséaveis pela coloracdo na
madeira. As perdas de massa ap0s cada tratamento € exposto em

percentagem na Tabela 5.

Tabela 5 — Extracdo percentual de hemiceluloses (tratamento com H,SO,) e lignina (tratamento
com NaOH) da biomassa.

Experimento Ensaio Hemicelulose (%) Lignina (%) Celulose (%)
1 28,8 23,4 47,8
Al 2 27,6 22,4 50,0
3 29,6 18,3 52,1
4 14,6 25,6 59,8
A2 5 17,4 24,8 57,8
6 16,4 25,2 58,4
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E importante salientar que o percentual de remocéo de hemicelulose e
de lignina pode ser influenciado pela remog&o de outros compostos presentes
na biomassa, pois ndo foram realizadas andlises complementares para
comprovar o percentual real de extracdo desses compostos.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5 e Figura 4 pode-se
constatar que o tratamento realizado com &cido, combinado com alta
temperatura e pressao (A1) apresentou o melhor resultado de extracao, se
comparado com o tratamento realizado a temperatura e pressdo ambiente (A2)
(Figura 6).
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Figura 6 — Percentagem média de extracdo de hemicelulose e lignina no pré-tratamento com e

sem cozimento (Al e A2).

O objetivo deste estudo seria minimizar o gasto de energia no processo
caso O resultado para o tratamento com e sem aquecimento fossem
semelhantes, entretanto os resultados comprovam que, dentre os dois
tratamentos, o mais efetivo é aquele com aquecimento a 121°C. Outra
constatacao interessante € que a perda de massa ocorre em ambas as etapas

de pré-tratamento para a biomassa, sendo mais significativa na etapa de
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hidrolise alcalina. Ressalta-se que a composicdo de celulose apresentada
neste trabalho pode conter fracdes insollveis de lignina e hemicelulose, cinzas
e residuos dos pré-tratamentos (CHEMMES et. al., 2013).

No Al a remocdo de hemicelulose foi superior a lignina, diferente do

observado no A2, como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Temperatura, tempo e concentracdo de H,SO, e NaOH utilizados nos ensaios e

massa extraida de hemicelulose e lignina da biomassa.

Ensaio Temperatura Tempo H,SO, NaOH Hemicelulose Lignina

(°C) (min) (% viv) (Y% piv) 9) (9)
1 121 60 0,35 4 14,4 5,8
2 121 60 0,35 4 13,8 5,6
3 121 60 0,35 4 14,8 4.6
4 25 120 0,5 4 7,3 6,4
5 25 120 0,5 4 8,7 6,2
6 25 120 0,5 4 8,2 6,3

Conforme observado na Tabela 6, a extracdo de hemiceluloses
obtiveram melhores resultados no Al (tratamento com aquecimento). A massa
extraida da biomassa com H,SO, obteve aproximadamente o dobro de
remogado no A1, se comparado com o A2. J4 a perda de massa no A2 foi
superior ao A1 quando submetidos ao cozimento com NaOH.

De acordo com a andlise estatistica, os resultados obtidos na remocéao
de hemicelulose apresentaram uma diferenca significativa (p<0,01) entre os
dois tipos de tratamento, comprovando que o com H,SO, torna-se mais
eficiente quando submetido & altas temperaturas e pressées. Entretanto ndo ha
diferenca significativa entre os tratamentos realizados com NaOH (p>0,01).
Uma explicacdo para este resultado pode ser atribuido a baixa extracao de
hemicelulose pelo tratamento da biomassa sem cozimento. Ao ser submetido
ao cozimento, a hemicelulose presente na biomassa pode ter sido solubilizada
juntamente com a lignina no processo de deslignificagcdo (CHEN; HAN; XU,
2008). Conforme Oliveira (2009) o pré-tratamento com altas temperaturas
promove a hidrélise dos polissacarideos por auto-hidrélise, principalmente da
hemicelulose a degradacao parcial da lignina.

De acordo com Carvalho et. al. (2005), a partir da metodologia proposta

€ possivel determinar as fragbes de Hemicelulose e lignina da biomassa
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lignocelulésica. A Figura 7 ilustra o percentual de remocao de hemicelulose e

lignina em todos os experimentos.
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Figura 7 — Percentual de remoc¢é&o de hemicelulose e lignina nos experimentos.

Conforme exposto na Figura 7, no Al (Ensaios 1, 2 e 3) a remocao de
hemicelulose obteve uma média de 29%, enquanto no A2 (Ensaios 3, 4 e 5) a
meédia ficou em 17%. Ja na remocao de lignina o Al apresentou menor
percentual de remocgdo, quando comparado ao A2. Horst e Behaime (2012)
encontraram valores na composi¢cdo quimica do Pinus elliotti em torno de
30,5% de hemicelulose e 45,3% de celulose pelo método Tappi (T202), e
22,9% de lignina (método Tappi (T222)).

Chen, Han e Xu (2008), observaram que o percentual de hemicelulose
da palha de Trigo pré-tratada com aquecimento a 200°C por 10 minutos foi
reduzida de 33,3% para 13,6%, enquanto o percentual de lignina foi aumentado
de 11,6% para 23,2%. Segundo os autores, tem sido aceito que o pré-
tratamento com aquecimento promove a degradagdo da hemicelulose e a
transformacao da lignina (OLIVEIRA, 2010).

O resultado exposto na Figura 8 corresponde a massa solubilizada total
da biomassa, sendo considerada a extracdo de hemiceluloses e lignina. Nao
foram realizadas analises complementares para determinar a solubilizacdo

individual de hemiceluloses e lignina.
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Figura 8 - Massa da biomassa solubilizada apés os pré-tratamentos com H,SO, e NaOH.

O tratamento A1 solubilizou cerca de 50% da massa da biomassa, ja o
A2 obteve um rendimento médio de 41%. Apds analise estatistica conclui-se
que h& diferenca significativa (p<0,01) entre os tratamentos utilizados na
solubilizacdo da biomassa lignocelulésica com presséo e temperatura elevada
e pressao e temperatura ambiente.

Silva (2009), depois de um pré-tratamento com H,SO,; 1,0% (m/v) a
120°C por 10 minutos, seguido de deslignificacdo com NaOH 1,0% (m/v) a
100°C por 1h, promoveu uma solubilizagéo de 88,8 % de hemicelulose e 77,9%
de lignina para a palha de cana, e uma solubilizacéo de 79,3% de hemicelulose
e 62,3% de lignina para o pseudocaule de bananeira. J4 o bagaco de cana a
solubilizag&o foi de 95,8% de hemicelulose e 80,9% de lignina. Neste trabalho
para o Pinus Elliotti, no A1 a solubilizacdo de hemicelulose foi de 93,7% e de
93,3% de lignina, enquanto no A2 obteve-se uma solubilizagdo de 53,1% de
hemicelulose.

Ap6s o tratamento enzimético o hidrolisado foi submetido a
fermentacao, promovida pela adicdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae,
e apos 72h foi destilado, obtendo-se o bioetanol. A concentracéo de alcool das

amostras foi determinada por Crioscopia. A Tabela 7 apresenta estes
resultados.
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Tabela 7 - Concentracao e rendimento de etanol nos experimentos.

Experimentos Ensaio % Etanol (vIv) Etanol (g/L) Converséo a
etanol (%)
1 0,34 2,7 0,22
A1 2 0,30 2,4 0,18
3 0,37 2,9 0,20
4 0,23 1,8 0,16
A2 5 0,20 1,6 0,12
6 0,24 1,8 0,16

Os melhores rendimentos de etanol foram obtidos no experimento Al,
em que a biomassa foi submetida ao cozimento, com um rendimento médio de
2,7 g/L no Al e 1,7g/L para o A2, representando uma diferenca significativa
comprovada pela analise estatistica (p<0,01). Deve-se levar em consideracao
que as concentracdes de etanol podem estar subestimadas, pois € provavel
que tenha havido perda significativa de etanol por evaporacdo durante o
experimento (MACHADO, ZANGIROLAMI & ADRIANO, 2009), ja que foram
realizados a 37°C em estufa e tiveram longa duracdo. Nao foram realizadas
andlises cromatogréficas do destilado do hidrolisado para determinar todos os
compostos presentes apos a conversdo enzimatica do residuo lignoceluldsico
devido a falta de disponibilidade de equipamento.

Em termos de conversdo da biomassa em etanol, os melhores
resultados foram obtidos no experimento A1, com uma média de conversao de
0,20% da serragem de Pinus elliotti em bioetanol. Ja para o experimento A2, a
conversdo foi em média de 0,15%. Esse rendimento pode ser elevado,
modificando-se as condicfes experimentais de futuros ensaios de conversao
enzimatica. Também pode ser realizado um pré-tratamento oxidativo,
combinagdes com outras enzimas, ou realizar a fermentagdo ao mesmo tempo
em que ocorre a sacarificacdo enzimatica.

Horst e Behaime (2012) conseguiram um rendimento de 2,3 g/L de
producdo de etanol para o Pinus elliotti, 3,00 g/L para a Cedrelinga
catenaeformis, 2,71 g/L para a Nectandra lanceolata; 2,55 g/L para a Myroxylon
peruiferum; 2,27 g/L para a Balfourodendron riedelianum; 2,25 g/L para a
Cedrela fissilis Vell.; 2,22 g/L para a Laurus nobilis; 2,18 g/L para a Ocotea
catharinensis; 1,91 g/L para a Brosimum spp.; 1,81 g¢g/L para a Tabebuia
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cassiniodes; 1,56 g/L para a Hymenolobium petraeum, e Ocotea porosa com
0,76 g/L. Comparando com os valores obtidos neste trabalho, o Pinus elliotti
apresentou melhores resultados para o A1, alcancando uma producdo média
de 2,7 g/L, contra 2,3 g/L destes autores. Ressalta-se que a diferenca de
producédo nao é significativa (p>0,01).

Machado, Zangirolami e Adriano (2009) obtiveram para ensaios SSF
(Fermentacgéo e Sacarificagdo Simultaneas) uma producgéo de etanol a partir de
polpa de celulose cerca de trés vezes superior aos experimentos realizados
com serragem. A concentracdo de etanol obtida foi de 14g/L com a polpa de
celulose e 3g/L com a serragem. Estes valores foram alcancados apos 20
horas de cultivo. Isso ocorreu devido a polpa da celulose ser praticamente
celulose pura, com estrutura totalmente aberta e por isso alcangou-se uma
producdo de etanol superior. Outra constatacdo importante € sobre o papel do
pré-tratamento no processo de producdo superior de etanol via hidrolise
enzimatica e fermentagcdo simultaneas.

Martin et al. (2002) obtiveram um rendimento de 8,2¢g/L de etanol para
0 bagaco de cana-de-agucar utilizando Saccharomyces cerevisiae. Silva (2009)
alcangcou um rendimento de 20g/L de etanol a partir do bagaco de cana
utilizando a levedura Candida guilliermondii. Horst e Behaime (2012) utilizaram
a levedura Saccharomyces cerevisiae, que produziu etanol na gama de 2,3 g/L,
para o Pinus elliotti, rendimento inferior aos 2,7g/L obtidos neste trabalho com o
experimento A1.

Os residuos de madeira sdo comumente utilizados para a geracdo de
calor, sendo queimados em caldeiras para produzir vapor. No entanto, este
trabalho contribui na tentativa de reutilizar os residuos desta matéria-prima,
tendo como enfoque o aperfeicoamento do processo de producdo de etanol de
segunda geracao através de hidrolise (HORST & BEHAIME, 2012). Além disso,
0Ss mesmo autores afrmam que pelo menos 30% de cada m® de madeira
serrada produzem cavacos, lascas e serragem. Nas regides de Santa Catarina
e do Parana existem mais de 4.000 fabricas de processos/transformacédo de
madeira, 0 que gera um enorme volume de cavacos, lascas, e serragem de
madeira produzidos em quantidades consideraveis destas biomassas, se

utilizadas para fins energéticos.
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Vale ressaltar que também h& geracao de residuos durante o processo
de producédo do etanol 2G (segunda geragao). Neste trabalho para produzir
2,99/L de etanol foram necessarios 11,5 litros de agua, o que representa um
ponto negativo do processo produtivo uma vez que 0 consumo excessivo de
agua pode aumentar os custos de producdo, além dos efluentes liquidos
gerados apds cada etapa dos processos de hidrélises.

Na etapa de remocao de hemicelulose o residuo liquido gerado deve ser
tratado devido ao H,SO, presente na solucdo de hidrélise, o0 que gera custos
com a operacao de Estagdes de Tratamentos de Efluentes (ETE’s). No
processo de extracdo de lignina obtém-se o licor negro que pode ser
transformado em energia pelo processo de combustao, sendo este um ponto
positivo, pois pode suprir as necessidades energéticas das unidades
industriais. Apés a fermentacdo e destilacdo obtém-se a vinhaca, que podera

ser destinada a producao de insumos agricolas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O pré-tratamento tem grande influéncia no desempenho do processo.
Para as condi¢cdes empregadas, a remocdo de hemicelulose por hidrdlise acida
a quente, seguida por pré-tratamento alcalino para remocdo de lignina
apresentou os melhores resultados.

A hemicelulose obteve uma média de extracdo de 29% no experimento
A1, j& o experimento A2 apresentou uma média de 17%. Ja na remogao de
lignina o experimento A1 apresentou menor percentual de remogao, quando
comparado ao experimento A2.

O tratamento A1 solubilizou cerca de 50% da massa da biomassa, ja o
A2 obteve um rendimento médio de 41%. Apds analise estatistica conclui-se
que ha diferenca significativa entre os tratamentos utilizados na solubilizacao
da biomassa lignocelulésica, ou seja, o experimento A1 por ser submetido a
alta temperatura e pressdo possui uma melhor eficiéncia de extracdo se
comparado ao experimento A2.

Os melhores rendimentos de etanol foram obtidos no experimento A1,
em que a biomassa foi submetida ao cozimento, com um rendimento médio de
2,7 g/lL no experimento A1 e 1,7g/L para o experimento A2. Em termos de
conversdo da biomassa em etanol, os melhores resultados foram obtidos no
experimento A1, com uma média de conversdo de 0,20%. Ja para o
experimento A2, a conversao foi em média de 0,15%.

A partir das conclusdes preliminares, é possivel identificar alguns
aspectos que requerem estudos mais aprofundados para que seja possivel
definir condi¢cdes 6timas para o processo de sacarificacdo e fermentagéo
simultaneas (SSF) a partir de residuos da industria de papel e celulose, tais
como a definicdo do tempo necessario para a etapa de pré-sacarificacdo, a
influéncia da temperatura adotada nos experimentos SSF na producédo de
etanol.

Vale ressaltar que durante os processos de hidrolises para a producao
de etanol, sdo gerados alguns residuos como efluentes acidos, vinhaca e licor

negro.
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