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RESUMO

Atualmente, as pesquisas sobre os biocombustiveis de 2° geracao, neste caso o etanol
celulosico proveniente da biomassa tem-se apontado como o foco de diversas pesquisas
no Brasil € no mundo. O etanol celuldsico, normalmente, ¢ produzido pela fermentagéo
dos agulicares fermenteciveis obtidos por meio do processo de hidrolise acida ou
enzimatica de materiais lignocelulosicos. Como matéria-prima para este processo
quimico, diversas biomassas encontram-se disponiveis, contudo, faz-se necessario a
utilizacdo de culturas que apresentem elevado teor de celulose, tenham baixo custo e
que possam ser convertidos em acgucares fermentesciveis para posterior fermentagéo
alcoolica. A utilizagdo do bagaco do pedinculo de caju para a produgdo de bioetanol
visa o aproveitamento de uma cultura regional que apresenta cerca de 85% de
desperdicio. Devido a estrutura complexa desse material faz-se necessario submeté-lo a
pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes do processo de hidrolise para produgio de
etanol. O pré-tratamento visa a remog¢do da lignina e da hemicelulose, reduzindo a
cristalinidade da celulose e aumentando a porosidade dos materiais para facilitar o
processo de hidrolise, que pode gerar compostos toxicos para o processo de fermentagéo
alccolica, como furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético. Objetivou-se com
este trabalho estudar a pré-hidrolise e hidrélise dcida da matéria-prima lignocelulésica
baga¢o do pedunculo do caju (Anarcadium occidentale 1.), remog¢do dos compostos
toxicos do licor hidrolisado usando a lignina residual como adsorvente, fermentagio
alcodlica dos licores para a produgdo de bioetanol de 2° gera¢dio com dois tipos de
leveduras e estimativa da produgdo desse alcool a partir da matéria-prima em estudo. O
bagaco de caju. com base na sua caracterizacdo quimica e fisico-quimica, apresentou-se
como uma fonte promissora de celulose, para a hidrolise acida, visando a obtencdo de
bioetanol. No processo de pré-hidrolise, os resultados obtidos sugerem que as melhores
concentragdes de glicose, xilose e arabinose, sdo obtidos a 120 °C, concentragdo de
acido de 5% e razdo massica de bagago de 1:6, sendo este processo eficaz na remogao
da hemicelulose principalmente na extracdo da arabinose, e a temperatura a variavel de
maior influéncia na extracdo dessas pentoses. Para a hidrolise acida o experimento
realizado com as condicdes: temperatura de 200 °C, concentracdo de acido igual a 6% e
razdo de 1:6, apresentou a combinagdo da maior concentragio de aglicares com a
minima concentracio de compostos toxicos. Para o estudo de adsorcdo (destoxificagio)
dos congéneres furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético pela lignina
residual do processo de hidrélise, teve o pH como a variavel de maior influéncia
visando a remog¢do desses compostos no licor. O estudo da fermentagdo alcoolica dos
licores hidrolisados com os dois tipos de leveduras, apresentou-se a linhagem de
Saccharomyces cerevisiae comercial com maior eficiéncia fermentativa em qualquer
dos processos fermentativos estudados (3 tratamentos). O rendimento e a eficiéncia do
processo de obtencdio de etanol celulésico a partir do processamento do bagaco do
pediinculo do caju, o méaximos obtido foi respectivamente de 0,445 g de etanol/g de
bagaco e 87,1% para o licor hidrolisado com a adigfo do suco de caju.

Palavras chave: bioetanol, hidrolise, adsor¢do, fermentacdo, residuo agroindustrial,
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ABSTRACT

At present, researches about the second generation biofuels; in this case, the cellulosic
ethanol extracted from biomass, has been appointed as the focus of several studies in
Brazil and all over the world. The cellulosic ethanol is generally produced by
fermentation of fermentable sugars that are obtained using the process of acid or
enzymatic hydrolysis of lignocellulosic materials. As raw material for this chemical
process, several biomass are available, however, 1t is necessary to use cultures that have
high cellulose content, low cost and it could be converted into fermentable sugars. The
use of the cashew bagasse for the production of bioethanol allows the use of a regional
culture that has about 85% of waste. Due to the complex structure of this material, it is
necessary to submit it to the pre-treatment physical and/or chemicals before the process
of hydrolysis for ethanol production. Pre-treatment, usually, is used to remove the lignin
and hemicellulose, reduce cellulose crystallinity and increase the porosity of the
materials. The objective of this work was to study the pre-hydrolysis and acid
hydrolysis of lignocellulosic raw cashew bagasse peduncle (Anarcadium occidentale
L.), removal of toxic compounds from the liquor hydrolyzate using the residual lignin as
adsorbent, alcoholic fermentation of liquors for the production of second generation
bioethanol with two types of yeast and alcohol production estimate this from the raw
material under study. The cashew bagasse, based on their chemical characterization and
physical chemistry, presented himself as a promising source of cellulose to hydrolysis,
in order to produce bioethanol. In the process of pre-hydrolysis, the results obtained
suggest that the best concentrations of glucose, xylose and arabinose, are obtained at
120 ° C, acid concentration of 5% and a weight ratio of 1:6 bagasse, this process was
effective in the removal of hemicellulose mainly in the extraction of arabinose and the
temperature was variable of bigger influence in the extraction of pentose. For the acid
hydrolysis done with the following hydrolysis conditions: temperature 200 °C, acid
concentration equal to 6% and ratio of 1:6 has the combination of the highest
concentration of sugars with a minimum concentration of toxic compounds. In the study
by adsorption (detoxification) congeners of furfural, and hydroxymethylfurfural (HMF)
and acetic acid by the residual lignin in the hydrolysis process, it had the pH as the
variable of major influence in order to remove the compounds in the liquor. The
kinetics study of the alcoholic fermentation of the hydrolyzed liquor to the two types of
yeast, the strain of Saccharomyces cerevisiae trade was efficient fermentation than in
any of the fermentations studied (three treatments). The yield and efficiency of
production of ethanol from cellulosic pulp of processing stalk cashew maximum dry
were respectively 0.445 g ethanol/g of pulp and liquor to 87.1% hydrolyzed with the
addition of cashew apple juice.

Keywords: bioethanol, hydrolysis, adsorption, fermentation, agroindustrial residue.
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Introdugio 1

1. INTRODUCAO

O etanol desperta de modo crescente a atengdio de pesquisadores, empresas e
governos. Isso decorre das pressdes de pregos e limitagdo das fontes ndo renovaveis de
combustiveis fésseis, assim como de preocupagdes de natureza ambiental relacionadas a

emissdo de substincias que comprometem o meio ambiente.

Por motivos econdmicos geopoliticos e ambientais, as aten¢des do mundo se voltam
para as fontes alternativas de energia, em especial para o etanol. O estabelecimento de metas
extremamente ambiciosas para aumento do consumo deste dlcool nos préximos anos,
principalmente nos paises desenvolvidos, requer um aumento substancial na produgio de
etanol e, nesse sentido, estimula a pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas
~para o dlcool etilico, como a biomassa lignocelulésica, e a construcdo de biorrefinarias

integradas, um conceito analogo das refinarias de petroleo (ALAIN, 2010).

No Brasil, a partir da trajetéria virtuosa de trinta anos do etanol combustivel, as
atengdes também se voltam para a alcoolquimica, como caminhos para a ampliagdo da
produgdo quimica no pais frente as limitagdes de ampliagdo de oferta doméstica de nafta
petroquimica. As iniciativas nacionais contemplam o desenvolvimento de novas tecnologias
de etanol com base na biomassa lignoceluldsica proveniente de residuo da agroindistria e a
instala¢des de biorrefinarias, mas dentro de um enfoque e de uma estratégia propria decorre
da especificidade de cada biomassa, em termos de custos e balango energético positivo

(BASTOS, 2007).

As instalagdes de biorrefinarias capazes de transformar vérios tipos de biomassa a
precos competitivos em relagéo as atuais fontes fosseis, em combustiveis, produtos quimicos,
eletricidade ¢ fonte de calor, tem-se apresentado como foco mundial dos pesquisadores na
area tecnologica. De tal forma que as biorrefinarias ¢ o uso da biomassa celuldsica emergem
como fundamentais para alcangar as metas de produgdo/consumo de etanol, em fungdo das

limitagdes das fontes atualmente empregadas.

Na produgdo do alcool celulose que corresponde a produgdo utilizando-se como
matérias-primas a biomassa lignocelulosica, provenientes de residuos da agroindistria e
culturas vegetais, sdo empregadas trés etapas de operacfio, que sio: a) Pré-tratamento para
separar celulose e lignina; b) Hidrolise acida ou enzimética, para transformagédo da celulose

em glicose; ¢) Fermentagao alcodlica por leveduras (ROSSELL, 2006a).
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Para produgdo de alcool celulose com substratos lignoceluldsicos os principais
problemas s3o: formagdo de substincias inibidoras da fermentacdo alcodlica na hidrolise

acida e redugio do custo da hidrélise enzimatica (PEREIRA Jr., 2006).

Segundo Rossell (2006b), os processos de adsor¢ido empregando carvio ativo e outros
adsorventes orgdnicos e inorgénicos como zeolitas, resinas de troca idnica entre outros, sdo
tratamento para remogdo de inibidores do licor hidrolisado, cujo teor de inibidores no licor,

apos o tratamento dcido depende da natureza da matéria-prima utilizada.

A utilizagdo de culturas que apresentem alta potencialidade em celulose que podem ser
convertidos em élcool merecem ser estudadas, uma vez que em seu processo podem
apresentar menos inibidores para o processo de fermentagdo, gerando assim, um novo desafio

para a otimizagdo do processo de obtengdo de alcool celulose.

Portanto, dentre varias matérias-primas lignocelulosicas, o cajueiro apresenta-se como
alternativa provavel, pois o pediinculo do fruto € bastante desperdigado e o Brasil se destaca

no cenario mundial por ser um dos principais produtores.

A agroindistria de caju no Brasil possui uma area cultivada de 754.863 ha,
proporcionando uma produgio de 105.886 toneladas de castanha e mais de 952.974 toneladas
de pediinculos por ano (IBGE, 2010). O cultivo desta cultura ¢ uma atividade de grande
importdncia sécio-econdmica para a regido Nordeste do Brasil, responsavel por 100% da
exploragdo econdmica do cajueiro, principalmente, nos estados do Ceard, Rio Grande do
Norte e Piaui que possuem cerca de 88% da érea cuitivada no Pais. Entretanto, o
aproveitamento do pedinculo (pseudofruto) ainda ¢é insignificante em relago a quantidade de

matéria-prima disponive] (AGOSTINI-COSTA et al., 2004).

Dessas duas partes, o pedinculo apresenta o menor aproveitamento (estima-se inferior a
12% da produgdo). O grande desperdicio do pedunculo ¢ devido a reduzida estabilidade pos-
colheita, associada 2 pequena capacidade de absor¢dio da indistria e curto periodo de safra
(PAIVA et al., 2000). A elaboragdo e consumo de produtos obtidos a partir do bagago do
pedinculo de caju proporcionam uma alternativa de aproveitamento, além da possibilidade de

diversificagdo da produgdo agroindustrial.

O aproveitamento racional de restos de culturas como o pedunculo do caju visando &
possibilidade da aplicagio para a produgdo de biocombustiveis a partir de sua massa

constituida de celulose necessita de mais estudos.
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1.1. Justificativa

No novo cenario mundial, as atengdes voltadas para o etanol ndo estdo mais restritas
ao etanol combustivel, mas incorpora o alcool etilico grau quimico, fonte de matérias-primas
(quimicas) utilizadas em diversos setores da industria de transformagdo. A alcoolguimica € o
segmento da industria quimica que utiliza o alcool etilico como matéria-prima para fabricagio
de diversos produtos quimicos. Com efeito, boa parte dos produtos quimicos derivados do
petréleo pode ser obtida também deste composto, em particular o eteno, matéria-prima para
resinas, além de produtos hoje importadas derivados do etanol como acetato e o éter etilico.
Da mesma forma, muitos produtos quimicos eram obtidos de outras fontes fosseis como o
carvdo, até serem suplantados pela petroquimica como fonte principal de matéria-prima

(BASTOS, 2007).

A substitui¢io de combustiveis fosseis por biocombustiveis tem sido estimulada
pelo governo, ndo apenas em virtude da volatilidade e do aumento dos pregos do petrdleo,
mas pela perspectiva de limitagio das reservas e o meio ambiente. N&o parece haver duvida
sobre o esgotamento da oferta mundial de fontes fosseis; a incerteza € apenas sobre quando
isso ocorrera (CHEMICAL ENGINEERING, 2009). Além disso, o volume expressivo de
dioxido de carbono (CO3) que é langado atualmente na atmosfera. Em 2002, 24 bilhdes de
toneladas métricas foram langadas pela queima de combustiveis fosseis e, em 2015, essa
quantidade deve alcangar 33 bilhdes. A queima de um galdo de etanol, adiciona pouco
carbono a atmosfera ¢ o montante desprendido no processo € praticamente igual ao absorvido
pelas plantas na produgfio do proximo galdo (TECHNOLOGY REVIEW, 2006). O etanol
gera dez vezes mais energia do que consome em sua produgdo (INOVACAO UNICAMP,
2008).

Tendo em vista a constante busca de novos materiais do tipo biomassa para a
produgio de ilcool celulose, o pedinculo do fruto do caju se apresenta como alternativa
provavel, uma vez que o cajueiro é cultivado atualmente em 27 paises. Sendo o Brasil o 3°
produtor de castanha do mundo, com uma produgao anual de mais de 1 milhdo de toneladas
anuais (EMBRAPA, 2009), em uma drea cultivada de mais de aproximadamente 755 mil
hectares, com uma extensa area tropical em todo o Brasil, geralmente por pequenos

agricultores (AZEVEDO, 2011).

Levando-se em consideragdo o tamanho do consumo mundial, além do fato de que o

pedinculo do fruto do caju atinge peso oscilando de 70 a 90 gramas, e cerca de 25% desta



Introdugio 4

massa ndo € aproveitada quando na producdo de sucos, verifica-se que as toneladas e mais
toneladas dos residuos da produgido do suco, tendem a ser, em grande parte desperdigadas ou
s6 uma pequena parte dos residuos servem como adubo orginico. Desta forma utilizando o
pedinculo do fruto do caju tem-se um aumento significativo da produgdo de alcool etilico

sem o aumento da drea plantada.

A utilizagdo do pediunculo de caju para a produgdo de biocombustivel (bioetanol) é
uma forma de aproveita-lo diminuindo o seu desperdicio, que ¢ em torno de 85% da produgéo
anual, e fazendo com que a cultura do caju seja mais valorizada, gerando emprego e renda.
Esse desperdicio se deve ao fato de ser o principal interesse comercial do fruto integral a
industrializagdo da castanha, para a produgéo de 6leos e castanha comestivel, com alto indice
de exportac3o desses produtos (MACHADO, 2009).

Além disso, j& € do conhecimento cientifico que etanol de matérias-primas como
frutas e amilaceas apresentam melhor qualidade, ou seja, etanol que tem potencial de ser
usado como alcool extrafino nas indistrias alimenticias, farmacéutica e na alcoolquimica

(SILVA, 1998).

Como suporte para o desenvolvimento da pesquisa utilizou-se o Laboratério de
Engenharia Bioquimica do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Federal de
Campina Grande - LEB/CCT/UFCG, que atua na produgio de bioetanol, utilizando-se do
material lignocelulésico bagago do pedunculo do caju (Aracardium occidentale 1) e cladodio
da raquete da palma forrageira (Opuntia ficus indica Mill), por via 4cida e enzimatica, com
posterior fermentagio dos licores hidrolisados para produgio de etanol. Estas pesquisas estdo
relacionadas com os projetos aprovados: (Processo no 552815/2007-1-"Aproveitamento do
pedinculo de caju na produgdo de biocombustivel (bioetanol)’, aprovado no Edital
MCT/CNPq/CTAgro/CTBio n® 39/2007-Tecnologias de Vanguarda para a Produgdo de
Etanol e Biodiesel) ¢ o cladddio da raquete da palma forrageira (Opuntia ficus indica Mill).
Com relagdo a produgio de inibidores que podem afetar a fermenta¢do do licor pré-tratado,
rico em pentoses, estuda-se a utilizagdo de adsorventes minerais e orgénicos, argilas
bentoniticas e lignina, para retirar esses inibidores (furfural, HMF e acido acético). Este
estudo também estd relacionado a um projeto, vinculado ao CNPq (Processo 476209/2008-
0 Edital MCT/CNPq 14/2008 - Universal / Edital MCT/CNPq 14/2008 - Universal - remogéo
de inibidores por adsor¢do e hidrolisados de biomassas utilizando argilas bentonitas como

adsorvente).
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo geral

Estudar a hidrdlise acida e fermentagio da matéria-prima lignocelulosica bagago do
pedinculo do caju (dnarcadium occidentale L.) para a produgdo dos licores hidrolisados

visando 4 fermentacgdo alcodlica (fermentagio submersa).
1.2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar quimica, fisica e fisico-quimica da matéria-prima bagago do pediinculo de
caju in natura e seco a 55 °C (umidade, pH, sélidos soldveis totais (°Brix), agucares
redutores totais, acucares redutores, acidez total titulavel, cinzas, celulose,
hemicelulose, lignina total, fibras em detergente neutro, fibras em detergente acido,

extrativos e analise granulométrica do bagago seco),

e Estudar a pré-hidrélise acida da matéria lignocelulésica (bagago de caju), com H2SO4
diluido, utilizando-se de metodologias adaptadas que sdo utilizadas para a pré-

hidrélise do bagago da cana-de-agticar e outras matérias lignoceluldsicas;

e Reconhecer a Caracterizagio quimica e fisico-quimica dos residuos (bagago) dos pré-
hidrolisados 4cidos (umidade, fibras, celulose, hemicelulose, lignina total, pH, °Brix,

cinzas);

e Reconhecer & Caracterizagio quimica e fisico-quimica dos licores pré-hidrolisados
acidos (agucares -glicose, xilose, arabinose; pH, °Brix, 5-hidroximetilfurfural - HMF,

furfural e acido acético);

e Apresentar um estudo das hidrélises acidas da matéria lignoceluldsica (residuo da pre-
hidrolise-bagago de caju), com H,S8O, diluido, utilizando-se de metodologias
adaptadas que sdo utilizadas para a hidrélise do bagago da cana-de-agticar e outras

materias lignocelulosicas;

e Caracterizar quimica e fisico-quimica dos licores hidrolisados acidos (agucares -
glicose, xilose, arabinose; pH, °Brix, 5-hidroximetilfurfural -HMF, furfural e icido

acético);

o Identificar os provaveis inibidores produzidos nos processos de hidrolise acida;
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e Aplicar um processo de adsor¢do na retirada de inibidores do licor (hidrélise 4cida) de
maior influéncia para facilitar a etapa seguinte de fermentagéo alcoolica, utilizando-se

de ligninas residuais (provenientes da hidrélise);

e Realizar um estudos das cinéticas da fermentagdo alcodlica dos hidrolisados (licores)
acidos, verificando as influéncias dos tratamentos (licor hidrolisado, licor hidrolisado
apos processo de adsorgdo e licor hidrolisado com adigdo de suco de caju) sobre o

processo fermentativo, utilizando-se de leveduras (comercial e industrial);

e Determinar os parimetros cinéticos nas fermentagdes alcodlicas dos hidrolisados

(rendimento tedrico (Ypss) e eficiéncia do processo fermentativo (Ef));

e Verificar a estimativa da produgdo de etanol a partir do bagago do pedunculo de caju

(balango de massa).
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2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA
2.1 O caju

O cajueiro pertencente a familia Anacardiaceae, Dicotyledonea, género Anacardium,
espécie Anacardium occidentale L. (cajueiro comum). Segundo estudiosos ¢ uma planta
perene, nativa do Brasil. Sua origem ¢ um fato; o litoral nordestino é tido como centro de

origem e dispersio do cajueiro comum (SOUZA et al., 2002).

Sdo conhecidas cerca de vinte variedades de caju, classificadas segundo a
consisténcia da polpa, o formato, o paladar ¢ a cor da fruta (amarela, vermelha ou roxo-
amarelada, dependendo da variedade {(AZEVEDO, 2011).

O caju é um fruto de especial interesse botdnico, sendo conhecido pela sua castanha
de alta qualidade. O fruto do cajueiro, a castanha, ¢ definido como um aquénio reniforme
pendente do pedinculo floral, hipertrofiado, carnoso e suculento, denominado comumente de
caju. A castanha e constituida basicamente de trés partes: a casca, a pelicula ¢ a améndoa. A
propor¢do entre estes trés componentes €, 65,4% de casca, 2,5% pelicula e 32,1% de
améndoa (FARIA, 1994).

Sd0 encontrados varios tipos de caju que se diferenciam pela cor podendo ser
amarelo, vermelho, manteiga, banana, magi e travoso. As propriedades nutricionais da fruta se
destacam pelas altas concentragdes de carboidratos e vitamina C (acido ascorbico), bem como
uma aprecidvel concentragio de tanino. Estes componentes presentes no pseudofruto fazem
com que haja varias opg¢des de utilizagdio do pedanculo do caju, tais como na industria de

sucos, inddastria alimenticias de doces, geléias e derivados (HOLANDA et al., 1998).

Encontrado em grande parte do mundo ocidental. Sua 4rea de ocorréncia esta
compreendida entre as latitudes de 30" Norte e 31° Sul, sendo cultivado atualmente em 27
paises. Os principais produtores de castanha sdo india, Nigéria, Brasil, Tanzania e Indonésia,
com 36,60, 14,64, 12,81, 8,86 e 5,74%, respectivamente, da produgdo mundial (PEREIRA et
al., 2005).

No Brasil, a cajucultura possui uma area cultivada de 754.863 ha, proporcionando
uma produgio de 105.886 toneladas de castanha e mais de 952.974 toneladas de pedunculos
por ano. O cultivo desta cultura é uma atividade de grande importancia sécio-econdmica para a

regido Nordeste do Brasil, responsavel por 100% da exploragio econdmica do cajueiro,
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principalmente, nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte ¢ Piaui que possuem cerca de 88%
da area cultivada no Pais (IBGE, 2010); entretanto, o aproveitamento do pedinculo
(pseudofruto) ainda é insignificante em relagdio a quantidade de matéria-prima disponivel
(AGOSTINI-COSTA et al., 2004).

O caju representa para a regido Nordeste uma atividade econdmica de grande
expressdo, garantindo renda para cerca de mais de 300 mil pessoas e gerando divisas
superiores a 100 milhdes de ddlares anuais. Porém o aproveitamento industrial do caju ¢ feito
praticamente do fruto {a castanha} para produgdo de castanha comestivel, ja que apenas 15%
do pediinculo (parte suculenta) ¢ aproveitado para a produgdo do suco e derivados do
pseudofruto. Dessa forma contribuindo para o agravamento de problemas, sociais e
econdmicos, como a proliferacio de doencas causadas por ratos, entre outros agentes
patolégicos, devido ao acimulo de restos de pedinculos depositados no meio ambiente ¢ o

grande desperdicio (PAIVA e BARROS, 2004).

A ocupagio de mio-de-obra temporaria nos trabalhos de colheita que ocorre no
periodo de setembro a dezembro chega a 200 mil pessoas. Estratificando estes numeros entre
os principais estados produtores, vé-se que no Ceara sdo gerados 30.000 empregos diretos €
100.000 indiretos. No Piaui a atividade proporciona 28.300 trabalhadores rurais permanentes

e 56.700 temporarios (MOURA, 2007).

Sua exploragdo econdmica é uma atividade relativamente nova, dos anos 1950 e
1960. No Brasil, o pedinculo do cajueiro pode ainda ser aproveitado na forma de subprodutos
variados como sucos, sorvetes, doces, licor, mel, geléias, cajuina, refrigerantes gaseificados, e
aguardentes. Entretanto, embora o caju alcance pregos elevados nos principais centros de
consumo brasileiros, o pediinculo ainda ndo oferece retorno econdmico para a maioria dos
produtores. Com isso varias pesquisas foram desenvolvidas para a obtengdo de gendtipos de
cajueiro feita com o uso de clones, que permitissem ndo s6 o aumento de produtividade, como
também a melhoria da qualidade da castanha para a industria e o aproveitamento do
pedunculo. (PEREIRA et al., 2005).

De acordo com Souza et al. (2002), a composigio fisico-quimico do pedunculo caju do
varia largamente em fungdo da variedade, tipo de solo, o clima, do estado de maturagéo, do
tamanho, da duragdo da colheita e de variagdes ambientais regionais ¢ as condigdes de cultivo

entre outros fatores.
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A Tabela 2.1 apresenta a composi¢do média do pedinculo do caju amarelo e

vermelho em diferentes anos e safras distintas.

Tabela 2.1 - Composi¢do quimica e fisico-quimica do pedinculo do caju amarelo e
vermelho

Discriminacio Pedunculo do caju * Pedinculo de caju **
amarelo vermelho
Umidade (%) 86,33 86,07
Sélidos soluveis ° Brix 10,70 10,98
Acucares total (%) 8,00 8,38
Agucares redutores (%) - 8,00
Proteinas (Nx6,25) (%) - 0,74
Extrato etéreo (%) - 0,39
Amido - 1,33
Taninos (%) 0,35 0,403
Acidez total (% écido malico) 0,35 0,336
Acido Ascorbico (mg/100g) 261,00 204,00
pH 3,90 448
Carotendides - 0,224
Vitamina A (UI) - 11,32
Cinzas (%) - 0,38
Calcio (mg/100g) 14,70 14,7
Ferro (mg/100g) - 0,35
Fosforo (mg/100g) 32.55 32,55

Fonte: Soares (1986) *, Faria (1994)**

O conhecimento da composi¢do dos residuos é primordial para se determinar o
tratamento e tipo de aproveitamento para o qual sera destinado. A composi¢do quimica de
cada tipo de residuo € unica, no entanto os residuos alimentares geralmente sdo compostos
por carbono, hidrogénio e oxigénio, o nitrogénio também pode estar presente. Muitos contém
carboidratos, celulose e cinzas. Estes contém um significativo conteido de energia
metabolizavel pelo organismo humano e animal (CARIOCA e ARORA, 2000).

Segundo Paiva et al, (2000), estudos mostram que para cada quilo de castanha
corresponde a 9 quilos de polpa. A produgdo da polpa, em 2007 foi de 2,3 milhdes de
toneladas. Calcula-se que ¢ utilizado apenas de 15% a 20% da polpa na fabricagdo de doces,
sucos, vinho ou consumo in natura sendo que 80% é desperdigado, ou seja, 1,9 milhdes de

toneladas sdo residuos, tratados como lixo.
2.2 Materiais lignocelulésicos constituigiio e caracteristicas

Conforme Silva (1995) os materiais lignocelulésicos sdo um composto de micro
fibrilas de celulose, envolvidas em uma matriz amorfa de polioses e lignina. Essa matriz

amorfa age como uma barreira natural ao ataque de microorganismos ou enzimas, € torna
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esses materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos, segundo o mesmo autor a
compreensdo da complexidade estrutural e da reatividade dos materiais lignocelulosicos exige
o conhecimento das caracteristicas e das propriedades de cada um dos seus componentes. Ha
também na composic¢do da massa total do bagago os extrativos como graxas, gomas, amidos,

alcaloides, resinas e oleos essenciais.
2.2.1 Celulose

A celulose (23 - 50% da matéria seca da biomassa lignocelulésica) ¢ um polimero linear
que contém até 15.000 unidades de B-D-glicoses unidas por liga¢des glicosidicas B-1,4
carbono-carbono e por ligagdes de hidrogénio intramoleculares (ligagdes entre unidades de
glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas
adjacentes) (ARANTES e SADDLER, 2010).

As ligagdes intermoleculares s3io responsdveis pela rigidez e as ligagdes
intramoleculares sdo responsaveis pela formagdo de fibrilas, estruturas altamente ordenadas
que se associam formando as fibras de celulose. As fibrilas apresentam desde regides com
elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estdo firmemente ligadas em
paralelo, até regides com menor grau de ordenagdo, chamadas de regides amorfas. Na regido
cristalina, as fibras t¢ém maior resisténcia a trag@o, ao alongamento e a solvatacdo (absor¢do de
solvente) que na regido amorfa, onde a fibra possui sua maior flexibilidade (VASQUEZ et al.,
2007).

Devido a linearidade das cadeias, as moléculas adjacentes formam uma rede de
agregados (micro fibrilas) insoluveis em agua. A unidade repetitiva da cadeia de celulose ¢ a

celobiose, mostrada na Figura 2.1.

H,COH H,COH OH
H OoH HN\H
P
EHNL /Yo
H,COH H,COH
unidade Celobiose |
1.03 nm

Figura 2.1 — Estrutura da celulose. Parte central da cadeia molecular (FENGEL E
WEGENER, 1989).
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Segundo Barbosa et al, (2008), a maioria dos materiais lignoceluldsicos € constituida por

celulose, hemicelulose e lignina, na propor¢do 4:3:3 e pequenas quantidades de extrativos e
sais minerais (CARVALHO et. al., 2005)

As microfibrilas, com didmetro médio de 1 a 30 nm, apresentam regides cristalinas e
amorfas. As pontes de hidrogénio inter-molecular e intra-molecular, observados na Figura
2.2, sdo responsaveis pela manutengdo das regides cristalinas e torna a celulose altamente
resistente a hidrdlise acida ou enzimatica, uma vez que o contato micro fibrila-dgua-acido ¢
restrito (SILVA, 1995). Assim agentes ou métodos que atuem sobre a cristalinidade,
beneficiam a hidrolise da celulose (DUARTE, 1989).

6 3 .
5 , @

.~

T
.
2

Figura 2.2 — Ligagdes intra-moleculares e inter-moleculares em duas moléculas adjacente de
celulose (DUARTE, 1989).

As longas cadeias de glicose, combinadas a formar microfibrilas com didmetro entre
4-10 nm em eletromicrofibrilas tornam a celulose resistente. O conjunto de microfibrilas, aos
quais sio organizadas em lamelas para formar a estrutura fibrosa das varias camadas da
parede celular vegetal. As microfibrilas de celulose sdo revestidas com hemicelulose e

embebidas em lignina, formando os materiais lignocelulésicos (CARLILE et al., 2002).
2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose ¢ um polimero de pentose, em especial as D-xilanas, que sdo
polimeros de D-xilose em ligagdo com cadeias laterais de arabinose e outros agucares e por
isso é o polimero de principal interesse em processos de bioconversdo de xilose a xilitol
(BALAT et al, 2008). A estrutura amorfa da hemicelulose torna-se mais facilmente
hidrolisada do que a celulose por possuir em torno de 100 a 200 unidades de agucares
(BARBOSA et al., 2008).
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A hidrolise da hemicelulose fornece pentoses (xilose e arabinose), carboidratos estes
ndo diretamente fermentesciveis por leveduras industriais, sendo a bio-transformagdo destas
pentoses a etanol um dos desafios mais importantes a resolver no ambito cientifico e
tecnolégico. Ainda da hemicelulose resultam hexoses tais como: glicose, manose e galactose;
sendo que esta ultima exige linhagens de levedura especificas para produgido de etanol.
(ROSSELL, 2007).

As polioses estdo estruturalmente mais relacionadas a celulose e sdo depositadas na
parede das células em estagio anterior a lignina. A natureza quimica das polioses varia, nas
plantas, de tecido para tecido e de espécie para espécie. As polioses, ao contrario da celulose,
sdo compostas por varios agucares (pentoses, hexoses, acidos hexurbnicos e deoxi-hexoses
mostradas na Figura 2.3) que formam polimeros de cadeia mais curta e em alguns casos
ramificada (BARBOSA et al., 2008).

Pentoses Hexoses Acidos Hexurnicos Deoxi-hexoses
CH,OH COOH
OH OH OH HQ /CH H
3
o \"_ /o \H HO \OH
OH OH OH OH OH
D-Xilose D-Glicose D-Acido Glucurénico L-Ramose
CH,0H COOH
0 ' 0 (0]
HO OH 0 H CH. OH
OH Ho \OH O 5O \OH OH H 0
OH OH OH
L-Arabmopiranose D-Manose D-4-0 Metilglucurénico L-Fucose
CH,0H COOH
0. OH —0 0
//OH\/ HO H
HOH,C \ | H OH OH OH
/
OH OH OE
L-Arabinofuranose D-Galactose D-Acido Galacturénico

Figura 2.3 — Estruturas dos agticares presentes nas polioses (FENGEL E WEGENER, 1989).

As polioses sdo classificadas basicamente de acordo com os agucares presentes na

cadeia principal do polimero: xilanas, mananas, glucanas, galactanas e pectinas.
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As xilanas s3o homopolimeros formados por moléculas de xilose, as mananas sdo
heteropolimeros formados por unidades de manose e glicose, as galactanas sdo altamente
ramificadas, com a cadeia principal formada por unidades de galactose e cadeias laterais
formadas por glucurénico e as glucanas e pectinas estdo presentes em tecidos especiais das

plantas, como os de reserva alimentar (SILVA, 1995).

2.2.3 Lignina

A lignina é um polimero de fenilpropano com diferentes ligagdes entre os mondmeros
com estruturas tridimensionais (BARBOSA et al.,, 2008). Que tem sua constituigdo na
polimerizagdo desidrogenativa do 4lcool coniferilico (SALIBA et al., 2001). A palavra lignina
vem do latim lignum, que significa madeira. Trata-se de um dos principais componentes dos
tecidos de gimnospermas e angiospermas, ocorrendo em vegetais e tecidos vasculares € o
polimero organico mais importante e abundante do reino vegetal, depois da celulose (SILVA,
1995).

A lignina classifica-se em core e ndo core, com base em sua susceptibilidade relativa a
hidrélise deve ser definida claramente de acordo com o trabalho em questdo, devido a grande
diversidade de maneiras de tratamento para seu isolamento, as interagdes entre a lignina, a
celulose e as polioses determinam a ultra-estrutura da parede celular dos materiais

lignocelulésicos. (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).

Lignina core: consiste de polimeros fenilpropandides da parede celular, altamente
condensados e muito resistentes a degradagdo. Eles sdo compostos de unidades p-
hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporg¢des diferentes, de acordo com sua

origem.

Lignina ndo core: consiste de compostos fenélicos de baixo peso molecular, liberados da
parede celular por hidrélise, que é representada por acidos phidroxicindmico éster-ligados

(SALIBA et al., 2001).
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Figura 2.4 — Estrutura proposta para macromolécula de lignina de eucalipto (FENGEL E
WEGENER, 1989).

A lignina ocorre na parede celular de plantas superiores em diferentes composi¢des:
madeiras duras de 25 a 35%, madeiras macias de 18 a 25% e gramineas de 10 a 30% sendo
neste ltimo caso responsavel, em parte, pela resisténcia mecéanica do bagago, bem como no

suporte para dispersdo dos metabolicos exercidos pelas células.

O bagago ¢ fortemente recalcitrante, devido a forte ligagdo existente entre a celulose
hemicelulose e lignina. Para utiliza-lo na produgdo de etanol, € necessario submeter o material
a varias etapas de processamento: pré-tratamento, hidrélise, fermentagdo e destilagdo. Os
processos de pré-tratamento de materiais lignocelulésico podem ser térmicos, quimicos,
fisicos, biolégicos ou uma combinagdo de todos esses, 0 que dependera do grau de separagio
requerido e do fim proposto. A pesquisa investigou os pré-tratamentos e a hidrdlise acida e
enzimatica, pois nas etapas de fermentagdo e destilagdo o subproduto (bagago de cana-de-
aglicar) seguiria 0s mesmos processos na produgdo de etanol convencional (FERRAZ et al.,

1994; CARRASCO, 1992).

[ TIROEIRIRTINTROAIRC




Revisdo Bibliografica 15

2.2.4 Extrativos

Os componentes em menor propor¢do encontrados em biomassas incluem uma
variedade de compostos orginicos, cuja presenca relativa é governada por uma série de
fatores, entre os quais, os de natureza genética e climatica. Estes componentes ndo estdo na
parede celular da planta e sdo conhecidos comeo extrativos, por serem soluveis em agua,
solventes orgénicos ou volatilizados a vapor (RAMOS, 2003). Segundo este autor € comum a
denominag&o de resina para uma determinada classe de extrativos. Porém, este termo se aplica
a um conjunto de substincias quimicas que inibem a cristaliza¢do e, portanto, caracteriza mais

a condigdo fisica do que a composi¢io quimica da fragédo.

O teor de extrativos em biomassas varia de 3 a 10% (massa/massa), sendo estes
constituintes responsaveis por determinadas caracteristicas das plantas, como cor, cheiro,
resisténcia natural ao apodrecimento, sabor e propricdades abrasivas (D’ALMEIDA, 1998).
Deste modo, os seguintes compostos podem ser encontrados em resinas: estilbenos, terpenos,
lignanas, flavondides e outros aromaticos. Além destas substincias, outros compostos
orginicos também podem estar presentes nos extrativos, como gorduras, ceras, acidos graxos,
alcoois, esteroides e hidrocarbonetos de elevada massa molar (FENGEL e WEGENER,
1989).

Os extrativos interagem com reagentes utilizados nos processos de hidrélise e
delignificagdo da biomassa, bem como na quantificagdo da lignina presente na mesma,
acarretando resultados erréneos na caracterizagdo do material (além do pré-tratamento €
importante na analise dos constituintes celulose, hemicelulose ¢ lignina). A estrutura
complexa e compacta faz necessirio submeter 4 biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou

quimicos antes da sua hidrélise para producgdo de etanol (DUARTE et al., 2005).

A quantidade e a qualidade dos extrativos pode influenciar na escolha do material
lignoceluldsico para determinados fins. Por exemplo, os extrativos coloridos (valor estético),
os volateis (repelentes de fungos e insetos) e os com altos teores de taninos e resinas

(interferem na produgdo da polpa celulésica) (ROWELL et al., 2005).

As cinzas também s3o encontradas em grande quantidade nos materiais
lignoceluldsicos, mas também ndo pertencem a arquitetura da parede celular. Compostos
inorgdnicos (cinzas) sdo encontrados na forma de sais, sendo os mais significativos os

compostos de silicio, cdlcio e magnésio (RAMOS, 2003). Nas cascas de arvores, a grande
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quantidade de minerais pode resultar no acamulo de cristais de oxalato ou carbonatos de
calcio ou magnésio (FOELKEL, 2012).

2.3 Aproveitamento do material lignocelulésico

Visando a tendéncia de biorrefinarias, a separagdo seletiva de fragdes constituintes de
uma dada biomassa pode viabilizar o uso das fragdes resultantes para a geragdo de produtos
com maior valor agregado. Dessa forma a celulose, a hemicelulose e a lignina, constituintes
de residuos lignocelulésicos, podem gerar, de uma maneira geral, hexoses, pentoses e
derivados do fenilpropano, destes, em especial, a glicose e a xilose, podem ser convertidos em
varios produtos. Para isto, varios processos tém sido propostos na literatura para a separagdo
das fragdes do complexo lignocelulésico e melhor aproveitamento das biomassas residuais.
Tais técnicas sdo baseadas em processos biologicos, fisico-quimicos, ou a combinagéo destes,
dependendo do fim proposto (WYMAN, 2003; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Na Figura

2.5 estdo esquematizados os processos de separacdo dos constituintes biomassicos

Biomassa

1]

Separacio das fracdes constituintes

P ——

Processo fisico-quimico Processo biologico
\ v J \ - y
Hidrolise alcalina Hidrélise enzimitica
Hidrélise acida
Extracio por fluido supercritico
Explosio a vapor

Figura 2.5 - Processos de separa¢do das fragdes constituintes da biomassa (KAMM E
KAMM, 2004).

Os processos fisico-quimicos baseiam-se na separagdo das fragdes constituintes das
biomassas através da utilizagdo de reagentes quimicos, com aquecimento € com ou sem
auxilio de pressdo, para obtengdo direta de produtos ou de subprodutos quimicos, como

aglicares. J4, a separagdio dos constituintes das biomassas em processos biologicos requer a
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utilizagdo de enzimas especificas como agentes hidroliticos na quebra das longas cadeias das

moléculas de celulose, em agucares (SCHUCHARDT e RIBEIRO, 2001).

2.4 Aplicacgdes dos materiais lignocelulésicos para producio de bioetanol

A matéria orgénica, ndo fossil, de origem vegetal ou animal é denominada de
biomassa, que pode ser explorada para fins energéticos. A biomassa é assim um enorme
reservatorio de energia, incluindo residuos florestais, residuos agroindustriais provenientes da
industria transformadora da madeira, residuos urbanos, residuos de origem animal, etc., que
podem ser convertidos em diferentes formas de energia (calor, eletricidade, combustiveis

rodoviarios) (ADENE e AREAC, 2005).

Toda biomassa lignocelulosica é composta basicamente por celulose, hemicelulose,
lignina e pequenas quantidades de extrativos e sais minerais. A celulose, principal
componente da parede celular da fibra vegetal, e com uma estrutura cristalina altamente
ordenada e de alta massa molecular. A lignina ¢ composta por um conjunto de polimeros
amorfos reticulares de alta massa molecular, geralmente associado com a celulose e a
hemicelulose, com estrutura quimica fortemente aromética. As hemiceluloses sdo polimeros
ramificados compostos de polissacarideos de baixa massa molecular, associados a parede
celular das plantas com a celulose e¢ a lignina. Sdo heteroglicanos constituidos por,
relativamente, poucos residuos de agucar, sendo os mais comuns a D-xilose, D-manose, D-
galactose, D- glicose e L-arabinose, que conferem caracteristicas aos diferentes tipos de
hemicelulose como arabinogalactana, galactoglicomanana, glicomanana e arabinoxilana

(CARVALHO et al., 2005).

Os compostos lignoceluldsicos podem ser convertidos, através de processos quimicos
e bioquimicos, em combustiveis liquidos, entre eles o bicetanol. A produgiio desse
combustivel é realizada através da fermentagdo de agiicares, geralmente a partir de trés tipos
de matérias-primas, agucar de cana ou de beterraba, cereais (estes mediante fermentagdo dos
agucares do amido) e biomassa lenhosa (esta mediante a fermentagdo dos agticares contidos

na celulose e na hemicelulose) (ADENE e AREAC, 2005).

A Figura 2.6 apresenta as trés principais fragdes dos materiais lignocelulésicos, a
celulose, a lignina e a hemicelulose, a qual tem sido o foco desse trabalho, e também mostra

um esquema do mecanismo da reagdo de hidrdlise dcida da fragdo hemicelulosica.
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Figura 2.6 - Degradacdo de materiais lignocelul6sicos por hidrolise 4cida (MARTON et al.,

2003).

A produgdo de etanol com base na biomassa lignocelul6sica utiliza processos

quimicos (empregando

acidos) ou da biotecnologia moderna (empregando enzimas) para a

quebra de moléculas de celulose e produgdo de agticares, para entdo produzir o etanol por

meio de processos fermentativos alcodlicos da biotecnologia convencional (BASTOS, 2007).

Sendo a hidrélise 4cida o processo mais comum utilizado para quebrar as moléculas

de celulose e hemicelulose em agucares, mesmo apesar da hidrélise enzimatica proporcionar

um rendimento de 100% por apresentar atuagdo especifica nas moléculas, porem atualmente

esse processo ndo permite o desenvolvimento economicamente vidvel. O processo acido

oferece as vantagens de

por degradagdo prévia e tempos reduzidos de reagdo, sendo realizada

com 4cidos concentrados ou diluidos, e seus problemas principais sdo relacionados com

corrosdo e recuperagdo do acido (DUARTE, 1989).



Revisdo Bibliogréfica 19

Durante a hidrélise dcida varios compostos que podem funcionar como inibidores da
fermentacdo sdo originados devido altas temperaturas e condigdes acidas. Esses inibidores
dependem da matéria-prima utilizada e se agrupam em trés categorias: derivados do furano,

acidos alifaticos de baixa massa molecular e derivados fené1licos (ROSSELL, 2006b).

O processo de hidrélise de materiais lignoceluldsicos para produgio do alcool etilico
como combustivel vem como alternativa para substitui¢dio dos combustiveis derivados de
substincias fosseis e redugdo da emissdo de CO; na atmosfera. Existem basicamente dois
tipos de alcool etilico carburante, o anidro e o hidratado, ambos sdo combustiveis usados em
veiculos de passeio e comerciais leves que diferem quanto ao seu uso. O alcool anidro, ou
alcool etilico anidro carburante (AEAC), é praticamente puro, com um teor alcodlico entre
99,3 e 99,8%, a 20 °C. E utilizado como um aditivo que aumenta o teor de oxigenados na
gasolina. No Brasil a mistura é atualmente de 25%. Ja o alcool hidratado, ou alcool etilico
hidratado carburante (AEHC), contém um teor alcéolico entre 92,6 e 93,8%, a 20 °C, sendo
o restante agua, por isso o seu nome de "hidratado” e € utilizado diretamente nos automéveis

conhecidos como "carros 100% a alcool” (SCANDIFFIO, 2005)

2.5 Pré-tratamento do material lignocelulosico

r

O pré-tratamento é necessario devido a forte ligagfio existente entre a celulose,
hemicelulose ¢ lignina, e o objetivo deste processo € remover a lignina e a hemicelulose,
reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade do material. O pré-tratamento

deve atender aos seguintes requisitos:

v melhorar a formagdo de aglcares ou a capacidade de futura formacdo de

agucares pela hidrolise;

v" evitar a degradag¢do ou perda de carboidratos;

subseqiiente;
v ter baixo custo.

O pré-tratamento desorganiza a estrutura da biomassa celuldsica, beneficiando o
trabalho das enzimas e 4cidos que atuam na conversio de carboidratos em agucares. A figura

2.6 representa a agio do pré-tratamento acido sobre o material lignocelulésico.
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O processo de obtengdo de bioetanol lignoceluldsico consiste no pré-tratamento desse
material, para que seja separada a lignina da celulose e da hemicelulose. Atualmente, as
tecnologias promissoras de pré-tratamento do bagago de cana-de-agiicar por exemplo,
consistem no processo fisico/quimico de explosdo a vapor, (“Steam Explosion™), na presenga
de catalisador, no processo de tratamento com vapor (“Steam Treatment”) em presenca de
catalisador acido ou agua quente pressurizada (“Hot Water”). Mas, estas tecnologias
necessitam de mais desenvolvimento. Na Tabela 2.2 sdo apresentados os processos mais

utilizados para o pré-tratamento da matéria-prima lignocelulésica.

Tabela 2.2 - Processos para o pré-tratamento da matéria-prima lignocelulésica para hidrélise

Fisicos

Explosao de vapor A biomassa triturada é tratada com vapor 1-10 min 45%-65% P
(saturado, 160" - 260°C) seguido de uma
rapida descompressao

Termmoidrdlise Utiliza agua quente a alta pressao 30 min 88%-98% —
(pressbes acima do ponto de saturagao)
para hidrolisar a hemicelulose

Quimicos

Hidrolise acida Por meio do uso de acidos sulfurico, 2-10 min 75%-90% *
cloridnico, ou nitnco, concentrados ou
diluidos

Hidrolise alcalina Pelo uso de bases, como hidroxidos de 2 min 60%-75% -
sodio ou calcio

Organosolv Uma mistura de um solvente organico 40-60 min 70%-80%
(metanol, bioetanol e acetona, por
exemplo) com um catalisador acido
(H,S0,, HCI) é usada para quebrar
as ligacoes internas da lignina e da
hemicelulose

Biologicos Utilizagao de fungos para solubilizar
a lignina. Geralmente, e utiizada em
combinagdo com outros processos

Combinados

Explosédo de vapor Adigao de H,S0, (ou SO,) ou CO, 1-4 min 88% =

catalisada na explosao de vapor pode aumentar

a eficiéncia da hidrolise enzimatica,
diminuir a producdo de compostos
inibidores e promover uma remogao
mais completa da hemicelulose

Afex (ammonia Exposigao a amonia liquida a alta 50%-90%

fiber explosion) temperatura e pressdo por um certo
periodo de tempo, seguida de uma
rapida descompressao

Explosao de CO, Simila a explosao de vapor 75%

Fonte: BNDES (2008)
* O sinal + indica efeito vantajoso (menor custo).
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A separagdo do processo em pré-tratamento e hidrolise causa confusdo, uma vez que,
os processos definidos como pré-tratamento da matéria-prima lignoceluldsica consistem em
processos de hidrolise (EMBRAPA, 2009).

A conversdo da celulose em glicose pode ocorrer por hidrélise acida ou enzimatica.
Embora o processo de hidrélise enzimatica seja mais promissor, essa via em escala industrial
ainda ndo se mostra vidvel economicamente devido & auséncia de enzimas celuloliticas com
elevada atividade que permitam sua utilizagdo a custos compensadores. Para facilitar a
exposi¢do da celulose a agdo 4cida é necessario realizar um pré-tratamento para diminuir a

recalcitrancia da biomassa vegetal in natura.

A presenga de hemicelulose e lignina dificulta a quebra da celulose, reduzindo a
eficiéncia dessa etapa. Portanto, a remogdo desses compostos aumenta a porosidade do
material, tornando mais eficiente o processo de hidrélise (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000;
HSU et al., 1980).

A Figura 2.7 apresenta uma ilustragdo do efeito do pré-tratamento na fibra vegetal.

/- I Lignina

\ Hemicelulose

Figura 2.7 - Desestruturagdo da fibra vegetal pelo efeito de um pré-tratamento
(MOSIER et al., 2005).

As condigdes de pré-tratamento podem ter dois efeitos opostos. Se o pré-tratamento
for muito drastico, ocorre a degrada¢io da fragdo celulésica, além da formagdo de inibidores
da fermentagdo; se for muito brando, a acessibilidade da enzima continuara sendo baixa
(SENDELIUS, 2005). No primeiro caso, pode-se realizar um tratamento do hidrolisado para
remover alguns inibidores como o furfural e hidroximetilfurfural (HMF), além do acido
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sulfiirico e acido acético, aplicando-se, por exemplo, os métodos de overlime, eletrodidlise e
carvido ativo. A formacio de furfural e HMF ¢ decorrente da reacdo de desidratagio da xilose
e da glicose, respectivamente. Esses compostos quando presentes no licor a ser fermentado
podem danificar a parede celular dos microorganismos bem como prolongar a fase “lag” de

crescimento (MUSSATO et al.,, 2004; RABELO et al., 2008).

O pré-tratamento pode ser fisico (moagem da biomassa, aplicagio de radiaco),
quimico {pré-tratamento hidrotérmico, oxidagdo umida — Wet Oxidation, pré-tratamento em
meio 4acido ou basico), biolégico (microorganismos decompositores da madeira) ou a
combinagdo desses. A escolha das condi¢des de pré-tratamento dependera de uma avaliagfio
global do processo, rendimento e manutengéo da integridade dos insumos de interesse
(MOSIER et al., 2005; WYMAN et al., 2005).

2.5.1 Pré-tratamento hidrotérmico (hot water liquid)

Sob temperaturas e pressoes elevadas, a 4gua pode ser usada para fracionar a
biomassa vegetal em seus constituintes através da clivagem dos complexos lignina-
carboidrato, além de romper as ligagdes glicosidicas dos polissacarideos. O 4cido acético
formado a partir da desacetilagiio parcial da fragio hemiceluldsica atua como catalisador da
reacdo da hidrélise da biomassa promovendo a despolimerizagdo da hemicelulose (processo
auto-catalitico). Em temperaturas na faixa entre 180-220 °C e em curtos periodos de reagao,
diferentes quantidades de lignina podem ser extraidas com 4gua e o grau de polimerizagio da
celulose pode diminuir (ALLEN et al., 2001; SILVA et al., 2009).

Allen et al. (2001) obtiveram uma fragdio solida rica em celulose quando realizaram
um pré-tratamento hidrotérmico usando uma carga de 5% de fibra de milho a 215 °C e uma
maior recupera¢io de pentoses em relagdo ao pré-tratamento por explosdo a vapor feito com
uma carga de 70% de fibra de milho. Também ocorre uma menor formagdo de furfural em
relagio ao pré-tratamento por explosdo a vapor (SCHUCHARDT & RIBEIRO, 2001;
MARTIN et al., 2006).

2.5.2 Pré-tratamento com acido diluido
Dos trés principais componentes da biomassa vegetal (celulose, hemicelulose e

lignina), a hemicelulose € a mais susceptivel a hidrdlise, seguida da celulose (PARAJO et al,,

1998). Dessa forma, o pré-tratamento com acido diluido ¢ empregado para se obter um
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hidrolisado contendo agiicares fermentaveis, principalmente agiicares pentoses. Este tipo de
pré-tratamento ¢ feito usando acidos fortes, geralmente H,SO,; ou HCl (TAHERZADEH e
KARIMI, 2007). Opta-se por usar acidos diluidos para evitar problemas como a corroso dos
equipamentos ¢ a alta demanda de energia necessdria para a recupera¢io do acido. Também
ocorre uma menor formacgio de furfural e HMF (PARAJO et al, 1998; GALBE e ZACCHI,
2002) e o pH do hidrolisado hemicelulésico obtido do processo necessita ser corrigido para a
sua utiliza¢do nos processos fermentativos, sem que haja inibi¢do dos microrganismos por um

pH desfavoravel 4 sua eficiente bioconversdo (SAHA, 2003).

2.6. Hidraolise da biomassa

A hidrdlise é um método que permite o aproveitamento individual dos poténciais
dos trés polimeros principais da biomassa, ao invés de provocar a conversiio simultinea de
todos eles. Sob condigdes apropriadas, a hidrélise de maneira seletiva oferece a possibilidade
de conversdo das hemiceluloses em monossacarideos (principalmente xilose € manose) e da
celulose em D-glicose. A lignina pode ser removida antes da hidrolise ou permanecer como
residuo da reacdio em fungdo do método utilizado (HAKANSSON e AHLGREN, 2005;
LAVARACK et al., 2002).

A hidrdlise de biomassa tem sido estudada por mais de 100 anos; usando acidos ou
enzimas (MILLET et al, 1954), Embora a hidrdlise enzimatica de celulose possa
proporcionar um rendimento de 100% (MOK et al., 1992), ela ¢ definidamente lenta, ndo
permitindo ate o momento o desenvolvimento de um processo economicamente vidvel. A
capacidade da reagdo é muito superior aos da hidrélise icida, envolvendo operagdo com
elevados volumes de solugdes diluidas, e a reciclagem do catalisador enzimatico € complexa.
A atividade enzimatica é severamente restrita ou mesmo completamente bloqueada pela
presenca de lignina. Revestindo a celulose, a lignina torna o tamanho médio dos capilares na
biomassa muito pequenos para a entrada das grandes moléculas enzimaticas, confinando o
ataque a superficie externa. Portanto, torna-se imperioso um custoso pré-tratamento para
aumentar a acessibilidade enzimatica (GELLERSTEDT ¢ HENRIKSSON, 2008), removendo

a lignina e destruindo a cristalinidade da celulose, outro obsticulo ao acesso da enzima.

A hidrélise acida oferece as vantagens de atuagio especifica sem degradagdo prévia e
tempos reduzidos de reagdo. Pode ser efetuada com édcidos diluidos ou concentrados, e seus

problemas principais sdo relacionados com corrosio e recuperagio do cido. Pré-tratamentos
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que aumentem a area superficial e reduza a Cristalinidade da celulose promovem a reagdo.
Enquanto que para a hidrélise enzimatica, a lignina deve ser previamente degradada.
Solubilizada e removida, na hidrdlise 4cida ela auto condensa-se durante a reagdo e

permanece como residuo insoluvel (DUARTE, 1989).

A lignina obtida com a hidrolise pode ter aproveitamentos variados que sdo
classificados em combustivel, polimeros modificados. pré-polimeros e fonte de insumos

quimicos de baixo peso molecular (MORAIS et al., 1994).

Entretanto seu uso principal sempre foi como fonte de energia (BOTARO e
CURVELO, 2009), sendo seu conteudo calorifico estimado em 6.000 kcal (FENGEL e
WEGENER 1984), e na biomassa corresponde a 40% do valor total do combustivel
(PERLACK et al., 2005).

2.6.1. Hidrolise acida de biomassa

A hidrolise 4cida permite atuagdo seletiva inicial sobre a hemicelulose,
heteropolissacarideo ramificado de cadeia reduzida e amorfo, devido a diferengas estruturais
com a celulose, homopolissacarideo linear de cadeia muito longa e regides cristalinas. A
hemicelulose pode ser seletivamente hidrolisada em condigdes mais suaves (LEE et al.,
1996), sob controle da concentragdio 4acida e da temperatura, aos seus componentes
monossacaridicos (RAHMAN et al., 2008), sem afetar a celulose e com reduzido efeito sob a

lignina.

Os monossacarideos soluveis sdo separados do residuo lignoceluldsico e utilizados
principalmente para fermentagdo. Esta reagdo chamada de pré-hidrolise (SPRINGER et al.,
1985) é importante para evitar uma mistura indesejavel de monossacarideos com o produto
de hidrolise da celulose. A D-glicose. Ademais, a hidrélise da celulose exigindo condi¢des
mais drasticas, provocaria decomposi¢des das pentoses da hemicelulose com formagdes de
produtos que comprometem a fermentabilidade do hidrolisado (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000). Apos isso, o residuo lignocelulésico pode ser submetido 4 hidrolise
principal sob condigdes determinadas, produzindo a D-glicose solivel e liberando a lignina
insoliivel com certo nivel de autocondensagdes. Os processos de hidrélise com acido diluido
sdo operados em temperaturas elevadas. Produzindo solugdes de aglicar em concentragdo de
10 a 12% e rendimentos limitados a 50-60%. Embora rendimentos superiores sejam

provaveis para reagdes com tempos reduzidos a temperaturas mais altas, ha uma barreira de
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ordem operacional que ¢é a falta de equipamentos de transferéncia de calor para aquecimento

e resfriamento muito rdpido (LAVARACK et al., 2002).

Muito embora os processos com acido concentrado oferecam resultados mais
satisfatorios que os com acido diluido, seus altos custos associados com a corrosio de
equipamentos e a recuperagdo do acido sfo uma barreira a viabilidade econdmica. Estes
fatores foram responsdveis pelo abandono do método e pela maior procura e desenvolvimento

dos processos com acido diluido.

Os processos utilizando acido concentrado operam em temperaturas proximas a 50°C,
pressdo atmosférica (ou proéxima) e com rendimentos em agicares elevados (85% ou mais),
produzindo hidrolisados concentrados. As variagdes principais podem estar no acido utilizado
e no sistema empregado para sua recupera¢cdo. Como o hidrolisado ¢ concentrado, o método
se torna apropriado a produg¢do de agucar cristalizado com menor consumo energético. Os
acidos mais estudados sdo o sulfiirico, cloridrico, fluoridrico, trifluoracético e formico
(LAVARACK et al., 2002).

Embora ja tenha demonstrado, nos primérdios do século, que acido sulfirico
concentrado a frio converta prontamente celulose em glicose, sua aplicagdo ndo recebeu
maior atengfo, devido a dificuldade elevada na recuperagdo do acido. Até o momento, o
melhor método (que se limita a 80%) é feito para dialise de difusdo com uma membrana de
troca idnica . O 4cido trifluoracético tem importantes vantagens sobre o acido sulfiirico na
hidrélise total de polissacarideos porque o tempo de reagdo ¢ menor e ndo ha necessidade da
neutraliza¢gdo convencional por ser o icido triflucracético volatil o que permite sua remogdo
por evaporagio (FENGEL e WEGENER, 1989). Entretanto a presenga de lignina em
materiais de origem vegetal dificulta a hidrolise. Os acido formico e fluoridrico puros
também fornecem bons rendimentos em hidrolisado, mas sdo parcialmente incorporados na

glicose liberada (DELGENES et al., 1996).

As matérias-primas indiretamente fermentesciveis como o bagago de cana-de-agicar,
o bagago de frutas e outras, representam materiais lignocelulésicos que podem ser
transformados em agucar fermentescivel e produzir etanol. Por meio do bagago gerado como
excedente de residuos celuldsicos, a celulose e a hemicelulose podem ser transformadas em
aclicares, por hidrélise acida ou sacarificagdio, que sdo entio fermentados para produgio de

alcool hidratado (LAVARACK et al., 2002})..
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Segundo Iranmahboob et al. (2002), os processos de hidrdlise com acidos diluido e
concentrado e a hidrélise enzimatica, constituem os trés principais processos que causam o

rompimento da estrutura lignoceluldsica em suas principais fragdes.

A conversdo das moléculas da sacarose para produzir alcool, a partir de material
lignoceluldsico, consiste basicamente de duas etapas: a transformagado da celulose em agucar
e a fermentagdo do agucar (LIMA e MARCONDEZ, 2002).

Na primeira etapa realiza-se um pré-tratamento, para quebrar a celulose
transformando-a em glicose, por hidrdlise acida. Na segunda etapa, efetua-se a fermentagdo
alcodlica onde o agucar extraido da celulose sera transformado em etanol, com auxilio da
levedura (Saccharomyces cerevisiae) (MERICO et al., 2007).

Para que matérias lignocelulésicas possam ser utilizadas como matérias-primas no
processo, para a produgdo de alcool, elas precisam ser submetidas a um pré-tratamento para
desorganizar o complexo lignocelulésico. A celulose contida no bagago ¢ quebrada e
transformada em agucar, através de uma solugdo diluida de acido (sulfirico ou cloridrico),
cuja concentragdo acida depende do tipo de residuo vegetal utilizado (LIMA e
MARCONDEZ, 2002). A lignina é o grande obstiaculo nesse processo. A quebra dessa
substincia libera fendis e outros componentes que inibem o processo fermentativo
(ROSSELL, 2007).

O processo de sacarificagdo pode ser continuo ou descontinuo. No continuo, a massa
lignoceluldsica permanece por um periodo de tempo de retengdo suficiente, em determinada
temperatura, para proporcionar a conversdo. O descontinuo ¢é realizado colocando o material
lignocelulésico em tanque de ferro ou ago inoxidavel, contendo serpentina interna para o
resfriamento, registros para tomadas de amostras, agitador mecénico e um exaustor de vapor
(LIMA et al., 2001).

Os grandes desafios de utilizagdo da hidrélise acida ou enzimética em larga escala
para produgdo de etanol, com substratos lignocelulésicos (bagagos), sdo as redugdes dos
custos das enzimas e na hidrolise acida a minimizagdo da presenga da formagdo de
substincias inibidoras da fermentagdo alcoolica (PEREIRA Jr., 2006; BASTOS, 2007).

A acidez obtida no processo pode ser através da agdo direta de um 4cido (hidrélise
homogeénea) ou pela liberagio de H+ de uma resina cationica (hidrélise heterogénea). Na

hidrélise acida homogénea, a escolha do é4cido depende de sua compatibilidade com o
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produto final, observa-se que os xaropes obtidos sdo muito coloridos devido as condigdes

drasticas de reagdo (pH e temperatura) (CHENG et al., 2008).

No processo de hidrolise acida, o catalisador é um 4cido. Entretanto, por se tratar de
um catalisador muito rapido, o acido precisa ser muito bem controlado para ndo levar as
reagdes paralelas indesejaveis ou incontrolaveis. Por outro lado, o catalisador enzimatico ¢
um biocatalisador. Este faz o trabalho certo, com o maximo de eficiéncia, mas o ataque €
mais lento. O biocatalisador € mais propenso a bloqueios e a inibigdes, por isso o
desenvolvimento da tecnologia é mais complexo (DELGENES et al., 1996; DOMINGUEZ,
2003).

Entretanto, no caso especifico do Brasil, a hidrélise acida pode ser um caminho mais
rapido para se gerar um processo comercial de aproveitamento de bagagos (como de cana-de-
agucar, frutas, etc.) e da palha para produgdo de etanol. Isso ndo significa que a hidrolise
enzimdtica ndo tenha interesse comercial, muito pelo contrario, mas é uma tecnologia muito

complexa e levard mais tempo para ser viabilizada (ROSSELL, 2006a)

s acidos utilizados como catalisadores nos processos de hidrolise liberam prétons
que atuam nas ligagdes glicosidicas entre os mondmeros de aglicares nas cadeias poliméricas.
O rompimento destas ligagdes libera uma série de compostos, principalmente, agtiicares como
xilose, glicose e arabinose (AGUILAR et al., 2002). Sio liberados, também, produtos como
furfural, da degradagiio de pentoses, e de S-HMF, oriundo da desidratagio de hexoses,
havendo ainda formacgio de acido formico e de 4acido levulinico, produzidos a partir da
degradagio de 5S-HMF (NAKATA e SUZUKI, 1989). Também ¢ gerado 4cido acético, dos
grupos acetil, de compostos ndo-estruturais da fragao extrativa e produtos de degradagio da

lignina.

A hidrolise da matéria-prima lignoceluldsica ¢ a etapa mais critica do processo, porque
durante o mesmo ha formacgio de inibidores da levedura, agente da produgdo de etanol. O teor
de inibidores no licor, apoés o tratamento acido depende da natureza da matéria-prima
utilizada. Esses inibidores da fermentagdo alcodlica gerados durante o processo podem ser
derivados do furano, dos acidos alifaticos de baixa massa molecular e derivados fendlicos,
causam efeitos toxicos sobre os microrganismos. Os compostos fenolicos causam danos na

membrana celular NAKATA e SUZUKI, 1989).

Na Figura 2.8 tem-se um esquema simplificado dos produtos formados a partir da
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hidrélise acida de biomassas lignoceluldsicas.

— Celulose ——=> Glicose — 5-HMF ——3 f”:lC%dO levulinico
Acido Formico

Glicose

Hexoses
Manose

Biomassa — Hemicelulose Galactose

Xilose —» Furfural
Pentoses‘[ Arabinose 41

— Lignma —> Produto insolivel na hidrolise acida

Figura 2.8 - Principais produtos formados a partir da hidrolise acida em biomassas
(PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL, 2000).

O furfural e o hidroximetilfurfural podem causar diminuigdes da taxa especifica de
crescimento e da produtividade volumétrica ou especifica de etanol e redugdo da sintese de
biomassa. Os acidos alifaticos causam diminui¢do do rendimento em etanol e diminuem a
produgdo de biomassa. Os compostos fendlicos causam danos na membrana celular

(ROSSELL, 2006a).
2.6.2 Antecedentes sobre fermentaciio de licores resultantes da hidrélise

Para avaliar as possiveis rotas de fermenta¢do do licor de hidrdlise ¢ importante levar
em conta as experiéncias ja realizadas anteriormente em escala industrial, de demonstrag¢do ou
realizadas com o proposito de estabelecer as bases para um processo de demonstragdo

(RUSSELL, 2006b).

A hidrélise catalisada por acidos diluidos foi praticada industrialmente na Russia até
recentemente (MURTAGH, 1997). O processo praticado na unidade de Tavda era uma verso
otimizada do processo Schoeller, que empregava residuos florestais e era realizado em
batelada e por percolagdo, atingindo conversio de 60% das hexoses. A fermentagdo era
realizada combinando mostos de amiliceos sacarificados com o licor resultante da hidrolise.
O vinho final apresentava teor alcodlico muito baixo, 1,3 °GL e em conseqliéncia a demanda
de vapor era de 20 kg/L de etanol. As pentoses nio eram empregadas para fermentacio de
etanol, sendo direcionadas para bio- sintese de proteina unicelular. Este processo apresenta

elevado investimento em equipamentos € em custo operacional ndoc sendo econdmico.
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O Centro de Tecnologia Canavieira (BALAT e BALAT, 2008; BNDES, 2008;
ROSSELL, 2006b) realizou um extenso estudo sobre fermentagdo de licor de hidrélise
proveniente do processo DHR para demonstrar a etapa de fermentagio alcoolica. O licor
proveniente da hidrolise era misturado com xarope e mel residual, a fim de reduzir o impacto
dos inibidores provenientes da hidrdlise 4cida organosolvente e procurando manter a
fermentagdo em condigdes operacionais proximas as dtimas: processo com reciclo de
fermento, vinho final de 8,5 °GL, temperatura de 34 °C. Os resultados obtidos foram
positivos, sendo estabelecidas as condig¢des para realizagédo da fermentagio alcodlica do licor

obtido no processo DHR.

O processo logen (TOLAN, 2006) em demonstragio no Canadd, emprega pré-
tratamento da biomassa lignoceluldsica por explosdo com vapor e pré-acidifica¢do com 4cido
sulfurico, seguido de um estagio de hidrolise enzimatica realizada por adigfio de preparados
de celulase. A fermentagdo alcodlica € realizada num estagio posterior misturando o licor de
hidrélise a um mosto de amido de amilaceos previamente sacarificado. As pentoses estdo
sendo descartadas, pois a tecnologia de fermentagio destas, que logen pretende empregar
ainda ndo atingiu o estagio de demonstragdo. Néo sdo realizadas tratamentos de depurag¢io do
licor de hidrélise, os inibidores que estejam presentes sdo diluidos aos niveis de tolerdncia na

mistura com 0 mosto de amildceos.

2.6.3 Inibidores da fermentacio alcodlica gerados durante os pré-tratamentos ou

na hidrélise acida

Durante o pré-tratamento do material lignocelulésico ou nos processos de hidrolise
catalisada por acidos, ndo somente se obtém os agucares provenientes da hidrélise e
dissolugiio da celulose e hemicelulose. Por causa das altas temperaturas e condigdes acidas
nas que se desenvolvem estes pré-tratamentos, se originam uma série de compostos que
podem atuar como inibidores potenciais da fermentagdo. A natureza e concentragdo destes
compostos dependem do tipo de matéria-prima (conteido percentual de celulose, hemi-
celulose e lignina), do pré-tratamento utilizado, das condiciones do processo (temperatura €
tempo de reacdo) e do emprego ou ndo de catalisadores acidos. Os produtos de degradagdo,
que sio potenciais inibidores da fermentag#o, se agrupam em trés categorias (DOMINGUEZ,
2003):

- Derivados do furano;
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- Acidos alifaticos de baixa massa molecular;
- Derivados fendlicos.

Em consequéncia das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos, os aglicares
originados na hidrolise, principalmente da hemicelulose, se degradam originando os
compostos derivados do furano: o furfural, formado a partir da degradagdo das pentoses
(xilose e arabinose) e o 3-hidroximetilfurfural (HMF), formado como consegiiéncia da
degradacdo das hexoses (glicose, manose ¢ galactose). Por sua vez, estes dois compostos
podem-se degradar a outros produtos. O furfural pode se degradar a acido formico ou se
polimerizar. O HMF origina quantidades equimoleculares de acidos formico e levulinico.
Ademais destes dois acidos alifaticos (formico e levulinico), forma-se acido acético
procedente da hidrolise dos radicais acetila da hemicelulose. O teor destes inibidores no licor,
apds o pré-tratamento depende da natureza do material lignocelulésico empregado. Os
hidrolisados procedentes de materiais que contém uma percentagem comparativamente maior
de hemicelulose apresentam una maior concentragio de furfural e dcido acético (LASER et
al., 2002).

Durante o pré-tratamento, uma parte da lignina também se degrada originando uma
grande variedade de compostos fendlicos. Trata-se de um grupo de compostos muito
heterogéneo que podem se encontrar em forma de mondmeros, dimeros e polimeros com uma
grande variedade de substituintes. Dentre estes, encontram-se acidos, aldeidos e ilcoois
aromaticos. Os fendis originados no pré-tratamento variam segundo o tipo de biomassa,
considerando que existem grandes diferengas na lignina dependendo da espécie vegetal da
qual esta provém {NEGRO et al., 2003).

Um derivado fenélico muito abundante nos hidrolisados € o acido 4-hidroxibenzdico,
originado na ruptura das ligagdes ester que unem os grupos hidroxilas dos dlcoois cinamicos
da lignina. Outros derivados fendlicos abundantes nos hidrolisados séo o siringaldeido e o
4cido siringico, procedentes da degradagdo das unidades siringilpropano da lignina. O 4-
hidroxibenzaldeido e os 4cidos gentisico, salicilico e protocatéquico também tem sido
identificados nos hidrolisados. Foram identificados também: a vanilina e o 4cido vanilico, o
catecol, o guaiacol, a hidroquinone, o aldeido coniferilico e o &cido homovanilico

(SANCHEZ e CARDONA, 2008).
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Um tipo de compostos (ndo incluidos nos trés grupos citados anteriormente) gue se
liberam durante o pré-tratamento sio os extrativos. Entre eles se encontram diferentes tipos de
resinas (4cidos graxos, terpenoides, esterdis e ceras) e compostos fenolicos (flavonoides,
taninos, etc.). Estes compostos, embora em baixa concentragio, estdo presentes no bagaco e
podem agir como inibidores dos microorganismos empregados na fermentagdo dos

hidrolisados (ROSSELL, 2006b).
2.6.3.1 Furfural ¢ hidroximetilfurfural (HMF)

Entre os efeitos negativos produzidos pelo furfural sobre os microorganismos em geral

¢ as leveduras de fermentagdo alcoodlica em particular sdo descritos:
Diminuigdo da taxa especifica de crescimento;
Diminuig¢do da produtividade volumétrica ou especifica de etanol,
Reducio da sintese de biomassa.

Os efeitos negativos produzidos pelo HMF embora menos intensos, considerando que
a toxicidade deste sobre os microorganismos € menor que a do furfural sdo os mesmos. O
efeito toxico ocasionado pelos compostos furanicos parece estar associado ao fato de que por
seremn aldeidos, quimicamente reativos, podem reagir com determinadas moléculas bioldgicas

tais como lipideos, proteinas e acidos nucléicos ou ocasionar danos 4 membrana celular

(DOMINGUEZ, 2003)

Ademais, o furfural inibe enzimas glicoliticas e fermentativas A inibi¢io que o
furfural exerce sobre a alcool-dehidrogenase poderia explicar a excre¢io de acetaldeido

observada durante as primeiras horas de fermentagdo (LASER et al., 2002).

O furfural ¢ o HMF sd3o metabolisados tanto por bactérias como leveduras
(TAHERZADEH, 2000). Em condigdes de anaerobiose, como conseqiiéncia do metabolismo
do furfural, se produz principalmente alcool fufurilico € em menor concentragdo, 4cido
furoico. A hipdtese de que a redugdo do furfural a alcool furfurilico € catalisada por uma
reacdo (alcool-dehidrogenase) dependente do NADH, esta praticamente aceita. Em condigdes
de anaerobiose, durante a fermentagdo se produz glicerol para regenerar o excesso de NADH
produzido na bio-sintese e manter o balango redox intracelular. Nas fermentagGes em
presenga de furfural néo se observa produgéo de glicerol, isto sugere que a redugéo do furfural

a alcool furfurilico oxida o NADH em condiciones de anaerobiose.
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2.6.3.2 Acidos alifiticos

Embora esteja bem documentado na bibliografia que os acidos alifaticos fracos
reduzem o rendimento em etanol ¢ diminuem a produgio de biomassa, o mecanismo pelo gual
se produz a inibigdo ndo estd completamente esclarecido (PAMPULHA e LOUREIRO,
1989). Um dos mecanismos proposto para explicar o efeito inibitério dos acidos alifaticos € a
teoria do desacoplamento. Segundo esta, o efeito téxico depende do pKa dos acidos ¢ do pH
do meio. Unicamente a forma dissociada dos acidos penetra na célula por difusdo, onde,
devido ao maior pH intracelular se dissocia, provocando uma diminui¢do do pH que deve ser
compensada por uma ATPase de membrana que bombeia prétons afora da célula a expensas

da hidrolise de ATP (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

A menor quantidade de ATP disponivel para a formag3io de biomassa celular,
explicaria a redugdo do crescimento observada quando ha no meio acidos alifaticos. Quando a
concentragdo de acido € suficiente alta, supera-se a capacidade de bombeio de protons, o que
origina a acidificagéio do citoplasma e a posterior morte celular. OQutro mecanismo proposto,
para explicar este efeito inibitorio dos acidos ¢ a acumulagio intracelular de dnions. Segundo
esta teoria, enquanto que os protons sdo excretados ao exterior os anions sdo capturados na
célula produzindo-se um actmulo dos mesmos no interior desta. A inibigdo poderia estar

relacionada com a toxicidade do anion (TAHERZADEH, 2000).

De acordo com o mesmo autor, embora ndo se conhega com certeza 0 mecanismo de
inibi¢do dos acidos alifaticos, o efeito téxico mostrado por estes compostos pode se dever
tanto ao desacoplamento como ao efeito inibitorio do acimulo de anions. Provavelmente, o
efeito dos acidos alifaticos de cadeia curta também se deva a um efeito direto destes
compostos sobre a integridade da membrana. A insergdo das cadeias alifaticas na membrana
pode alterar a estrutura e hidrofobicidade, produzindo um aumento da permeabilidade da

mesma ¢ afetar a sua fungdo de barreira seletiva.
2.6.3.3 Compostos fenélico

Dos inibidores identificados nos hidrolisados dos materiais lignocelulésico, os
compostos aromaticos de baixa massa molecular sio os que se tem mostrado como os mais
toxicos para os microorganismos. Embora, o mecanismo de inibicdo ndo se conheca
completamente, tem-se estudado o efeito dos derivados fendlicos sobre procaridticos como

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. O efeito téxico dos aldeidos aromaticos pode estar
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relacionado a interagdo com determinadas zonas hidrofdbicas das células € causar perda da
integridade da membrana afetando sua capacidade de agir como uma barreira seletiva. O
efeito toxico dos alcodis aromaticos € atribuido ao dano ocasionado por estes na membrana
plasmatica (LASER et al,, 2002).

O efeito inibitorio mostrado pelos acidos aromaticos pode basear-se em mecanismos
semelhantes aos dos acidos alifaticos descritos anteriormente. Embora tenham sido realizados
diversos estudos sobre o efeito dos derivados fendlicos nas leveduras e em especial sobre
Saccharomyces, o mecanismo de inibicdo sobre os eucaridticos nZo estd completamente
esclarecido. De igual forma o furfural e o HMF, existem dados na bibliografia que
demonstram a capacidade de determinados microorganismos, tanto bactérias como K.
preumoniae o Z. mobilis, como leveduras pertencentes aos géneros Saccharomyces, Pichia,
Pachysolen e Candida de metabolisar os aldeidos aromaticos. Porém, os dados disponiveis na
bibliografia referentes ao papel da alcooldehidrogenase de S. cerevisiae na converséo destes

compostos resultam contraditérios (DOMINGUEZ, 2003).
2.7. Fundamentos da adsorcio

A adsorgdo pode ser definida como um fenémeno no quais moléculas de uma dada
espécie quimica vdo se concentrar na superficie de um sélido devido as interagdes
microscopicas com os constituintes do solido. Em muitos casos, a adsorgdo dos compostos
ocorre em conseqiléncia do grau de hidrofobicidade, da porosidade, da estrutura molecular dos
compostos e da variagdo de volume do material adsorvente (KHAN et al., 2004; MCKAY et
al., 1997). A espécie quimica que sera adsorvida recebe o nome de soluto ou adsorvato € a

superficie solida sera chamada de substrato ou adsorvente.

L]

A adsorgdo tem sido aplicada desde a antiguidade em que se utilizavam sélidos para
remover impurezas de solugdes gasosas e liquidas, tornando-se uma ferramenta util, desde
cedo, para a purificacdo e a separagdo de substancias de uso doméstico, como, por exemplo, a

descoloragio do aglcar ¢ outros alimentos, por meio de ossos queimados (RUTHVEN, 1984).

A vantagem que a adsorgdo possui, quando comparada com outros processos de
separagio, consiste no fato desta apresentar uma alta seletividade em nivel molecular,

permitindo a separagdo de varios componentes (NG et al., 2002).
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2.7.1 Aplicagdes da adsorgio

Inimeros sdo os processos de purificagido e separagido que utilizam a adsorcédo. Estes s#o
relativamente recentes , seu grande desenvolvimento ocorreu no inicio da década de 70, com a

aparecimento de novas materiais adsorventes, principalmente os de natureza sintética, como as
zeolitas (ROSSELL, 2006b).

A adsor¢do € um importante processo de purificagdo e separagdo amplamente utilizada
em todos os ramos industriais, como a inddstria farmacéutica, as industrias de petréleo e

petrogquimicas, de quimica fina e da biotecnologia (MARRA, 1991; SCHEER et al., 200G).

Alguns exemplos citados pela literatura mostram o grande numero de aplicagdes para

a adsorgdo. Entre esses processos podem-se citar:

s Tratamento de efluentes contendo compostos orginicos {AKSU e YENER, 1998;
WOLBORSKA ¢ PUSTELNIK, 1996},

¢ Desintoxicagdo do licor hidrolisado de eucalipto, por resina de recheada com carvio
ativado com ions de cadmio, para produgéo do xilitol (CANILHA et al., 2004);

e Estudo da adsorgdo de contaminantes orgdnicos provenientes da dgua de produgdo
do petrdleo, em coluna de leito fixo, utilizando biomassa como adsorvente
(SANTOS et al., 2005);

e Adsorgdo de poluentes de solugdes aquosas para o tratamento de efluentes (MCKAY
et al., 1987, LORAIN et al., 2001);

s Remogiio de componentes perigosos e venenosos de gases e liquidos (KELLER,
1995);

e Descoloragio de liquidos, recuperagiio de gases e remogdo da umidade de liquidos e
gases (SUSU, 2000).

A adsorgdio ocorre sempre que duas fases imisciveis sdo colocadas em contato. Assim a
concentracio de uma substincia numa fase € maior na interface do que no seu interior, e esta
substincia acaba se acumulando na superficie da outra, ou seja, o processo de adsor¢do
consiste na concentragdio de uma superficie na interface de duas fases imisciveis. Estas duas
fases envolvidas sdo conhecidas como adsorvente e adsorbato. O adsorvente € o substrato no

qual ocorre a acumulagdo da substincia adsorvida e o adsorbato ¢ a substéncia que se adsorve
(RUTHVEN, 1984).
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A descoberta e comercializagdo de materiais adsorventes conduziram ao
desenvolvimento da adsor¢do como processo de separagdo. O sucesso da adsorgdio, como
processo de separagdo, depende da escolha do material adsorvente e da otimizacdo das
varidveis do processo. A grande vantagem que a adsor¢do possui ¢ apresentar uma alta
seletividade em nivel molecular, permitindo a separagfio de varios componentes e também por
apresentar um baixo consumo energético, caracteristica bastante importante nos dias atuais

(SCHEER et al., 2000).

Varios fatores afetam a adsorgdo, tais como a estrutura molecular ou natureza do
adsorvente, a solubilidade do soluto, o pH do meio ¢ a temperatura. A estrutura molecular ou a
natureza do adsorvente € particularmente importante no ordenamento do grau de adsor¢do que
pode ocorrer e o tipo e a localizagdo dos grupos funcionais responsaveis pela adsor¢do afeta
sua adsortibilidade. Além desses fatores, o didmetro molecular do adsorbato também afeta a
adsorgdo. Compostos com didmetros moleculares menores tém mais facilidade em difundir-se

para o interior do solido e consequentemente a adsorg¢do ¢ maior (RUTHVEN, 1988).

A solubilidade do soluto impede a atragio para a superficie do adsorvente. Grupos
polares tém uma alta afinidade com a dgua e isto geralmente diminui a adsorg¢do a partir de
solugdes aquosas. Baixos valores de pH favorecem a adsor¢do de acidos orginicos enquanto
que altos valores de pH favorecem a adsorgdo de bases organicas. No entanto, ¢ valor 6timo
de pH deve ser determinado para cada caso. A temperatura € a variavel que afeta a extens3o da
adsorgdo, que, em geral, é um processo exotérmico onde, altas temperaturas diminuem a
quantidade de soluto adsorvido. Baixas temperaturas s@o favordveis a adsorgdo embora a
velocidade e a extensdo da adsorgdio sejam afetadas por outros fatores. De um modo geral, os
seguintes parAmetros operacionais devem ser considerados: tipo de adsorvente, concentragdo

do soluto, pH, temperatura, tempo de contato e agitagio (BUTT et al., 2006).

O processo de adsor¢do pode ocorrer de duas maneiras: adsorgéo fisica ou quimica. Na
adsorcdo fisica, também denominada de fisiossor¢do, ha uma intera¢do de Van der Walls. A
entalpia da adsorgdo fisica posswi valores na faixa de 20 kJ mol-1, sendo insuficiente para
romper 48 ligagdes quimicas, desta forma a molécula fisicamente adsorvida mantém a sua
identidade, além da quantidade adsorvida depender mais do adsorbato que do adsorvente e do

processo poder ocorrer em multicamadas (RUTHVEN, 1988).

Na adsor¢dio quimica, também denominada de quimiossor¢iio, as moléculas unem-se a

superficie do adsorvente por ligagdes quimicas geralmente covalentes e tendem a se acomodar
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em sitios que propiciem o nimero de coordenagdo maximo com o substrate. A entalpia de
adsor¢do quimica ¢ muito maior que da adsorgéo fisica, com valores na faixa de 200 kJ mol”

(LATAYE et al., 2008).

Basicamente o estudo da adsor¢do na interface sélido-liquido consiste na determinagéo
da mudanga de concentragdo que ocorre quando certa quantidade de solugdo entra em
equilibrio com uma conhecida quantidade do adsorvente (MORENO-CASTILLA, 2004).
Com base na mudanga de concentragdo do soluto na solugdo, a quantidade adsorvida de um
dado componente pode ser determinada e construida em fungdo da concentragio deste mesmo
componente na solugdo de equilibrio, obtendo-se uma curva conhecida, chamada, isoterma de

adsorgdo (BUTT et al., 2006).

2.7.2 Processos adsortivos para remocio de inibidores e aumento da

fermentabilidade dos licores de hidrélise

Com o proposito de aumentar a fermentabilidade dos hidrolisados obtidos apds o pré-
tratamento € necessario reduzir a concentragdo, ou eliminar totalmente do meio, os compostos
toxicos gerados no pré-tratamento. Dependendo dos mecanismos empregados para a
elimina¢do dos inibidores, estes métodos podem-se agrupar em: biologicos e quimicos €
fisicos (ROSSELL, 2007)

2.7.2.1 Métodos biolégicos

Consistem no emprege de microorganismos capazes de metabolizar alguns dos
compostos toxicos presentes nos hidrolisados. Um exemplo de tratamento bioldgico € a
destoxificagdo de hidrolisados utilizando micélios de Trichoderma reesei. Este
microrganismo € capaz de metabolizar as pentoses e oligdmeros presentes no hidrolisado sem
ser afetado pelos produtos téxicos presentes no mesmo. Durante o tratamento com este fungo

tem-se eliminado compostos como o 4cido acético, o furfural e o acido benzédico.

2.7.2.2 Métodos quimicos e fisicos

Dentre os métodos quimicos e fisicos podem ser citados: Os solventes orgdnicos de
volatilidade relativa elevada comparada a da agua, de extragdo com solventes; Tratamentos
com hidréxidos alcalino-térreos; Remogio por evaporagdo e destilacdo; Adsorgdo em carvdo
ativo e carvdo vegetal; zeélitos; Emprego de resinas de troca idnica; Emprego da lignina

residual entre outros.
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2.7.2.3 Emprego da lignina residual como adsorvente

Emprego da lignina residual como adsorvente tem sido um novo método proposto para
a destoxificagdo de hidrolisados de lignocelulosicos, que consiste em utilizar a lignina que se
produz como residuo na hidrolise como adsorvente numa extra¢dio, aproveitando suas
propriedades hidrofébicas. As vantagens de utilizar a lignina residual como agente
destoxificador frente as resinas cromatograficas, sdo principalmente econdmicas e para
reduzir os custos do tratamento. Sendo a lignina um subproduto da hidrolise depois de seu
emprego na destoxificagdo poderd ainda ser empregada como combustivel primario Cortez

(2005).
2.8 Producio de bioetanol

O Brasil e os Estados Unidos surgem como os dois principais paises que investem e
produzem no mercado mundial emergente do etanol. O Brasil, alias, podera perder
rapidamente a enorme vantagem competitiva de que desfruta hoje o seu etanol de cana-de-
aglcar ante o avango do etanol de lignocelulose, que dispord de uma base de matéria-prima

extremamente abundante e barata (LIMA et al., 2011).

Devido a importincia socioecondmica da produgio biolégica de etanol no Brasil ¢ no
mundo, tendo em vista a utilizagdo deste produto em industrias de alimentos e, como fonte
combustivel ecologicamente correta, estudos visando & obten¢do de melhores procedimentos
tecnologicos no processo fermentativo tornam-se de fundamental importancia (MARQUES e
SERRA, 2004).

O etanol € o alcool etilico produzido desde os tempos antigos pela fermentagdo dos
agucares encontrados em produtos vegetais (cereais, beterraba e cana). Boa parte do etanol
industrial ¢ feita por meio da fermentagiio, embora também seja feita sinteticamente de fontes
como o eteno derivado do petroleo. O novo conceito de etanol (ou bioetanol) corresponde a

sua fabricagdo utilizando como matéria-prima a biomassa lignocelulosica (BASTOS, 2007).

Segundo Lima et al. (2001), o etanol é utilizado no Brasil principalmente como
combustivel nos motores de Ciclo Otto no setor de transporte rodoviario. Sua classificagéo

como hidratado pode ser:

» Alcool industrial com graduagdo alcodlica em torno de 93,2 INPM a 20 °C.

» Alcool refinado com teor alcodlico minimo de 94,2 INPM a 20 °C.



Revisdo Bibliografica 38

» Alcool Anidro com teor alcoélico superior a 99,3 INPM a 20° C.
2.8.1 Matérias primas para a producio de bioetanol

Segundo Schell et al. (2007), toda matéria que contenha carboidratos, Cn(H,O)n, pode
ser usada para a produgdo do etanol. De acordo com o tipo de carboidratos presentes nas

matérias-primas elas podem ser classificadas em trés tipos descritos a seguir:

a) Materiais agucarados: contém aclicares simples, ou seja, carboidratos com seis
(monossacarideos) ou doze atomos de carbono (dissacarideos), como glicose, frutose, e
maltose. Os monossacarideos se limitam aos sucos de frutas e sdo diretamente
fermentesciveis, sendo utilizados apenas na produgdo de alcool em bebidas como vinho e
sidra. Ja os dissacarideos sdo fermentados apdés uma hidrélise ocorrida pela a¢do da
enzima invertase, produzida pelo préprio agente de fermentagdo. Ex.: cana-de-agucar,

beterraba agucareira, melagos, mel de abelhas e frutas;

b) Materiais amildceos: contém carboidratos mais complexos como amido e inulina que
podem ser quebrados em glicose pela hidrolise acida ou agdo de enzimas num processo
denominado maltea¢do ou sacarificagdo. Ex.: grdos amildceos (milho, sorgo, cevada,

trigo) raizes e tubérculos (batata, batata-doce, mandioca);

¢) Materiais celul6sicos: Sdo constituidos de celulose, e apesar de estarem disponiveis em
grande quantidade, ndo oferecem por enquanto, condi¢des econdmicas na produgdo de
etanol, pois para tornarem-se fermentesciveis devem passar por um processo complexo de

hidrélise 4cida. Ex.: palha, madeira, residuos agricolas e de fabricas de papel.

Para a sele¢do do tipo de matéria-prima ideal visando a obtengdo de etanol, alguns
parimetros produtivos relativos as matérias-primas disponiveis devem ser avaliados.
Destacam-se a produtividade do processo, o balango energético total, o custo de produgéo, os
requisitos de qualidade de solo e clima para a produgdo em larga escala da matéria-prima, os
residuos gerados no processo com valor energético, a sazonalidade, os usos alternativos dos
residuos e da matéria-prima, o nivel de difusdo da cultura, o nivel tecnolégico e os impactos

ambientais.
2.8.2 Processo de produciio

O etanol de lignocelulose, bioetanol, ¢ um combustivel renovavel produzido a partir de

residuos vegetais, agroindustriais e de materiais lignocelulésicos, como a raquete da palma

(TErR RIRTINTRCA/RC ]
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forrageira, palha de milho, casca de arroz entre outros. E o processo de fabricagdio partir

destes materiais ¢ dividido em quatro etapas (ROSSELL, 2007; CORTEZ, 2005).

Na primeira etapa, hi o pré-tratamento do material, adotado o processo de pré-
hidrélise e hidrélise acida, onde a lignocelulose € submetido a quebra da estrutura cristalina
da fibra e ha a recuperagdo de aglicares mais faceis de hidrolisar. (ROSSELL, 2007). Em
seguida, vem a etapa de deslignificagdo. E retirada a lignina, complexo que d4 resisténcia a
fibra e protege a celulose da acdc de microorganismos, porém, apresenta grande inibi¢do ao

processo fermentativo (CORTEZ, 2005).

Na terceira fase, o liquido proveniente do tratamento acido, rico em agucares, €
fermentado, por meio de levedura Saccharomyces cerevisiae, o mesmo fungo utilizado na
fabricacdo de paes (ROSSELL, 2007; CORTEZ, 2005). E por fim destilado, para separagéo

do alcool do fermentado.
2.8.3 Processo fermentativo

Apos as lentas e constantes incorpora¢des de novos conhecimentos ao longo do
tempo, chegou-se a atual concepgdo de fermentagdo alcoodlica. De acordo com Amorim
(2005) as cepas mais utilizadas na conversdo de aguicar em etanol constituindo-se de
Saccharomyces cerevisiae e espécies relacionadas. Diversos fatores fisicos (temperatura e
pressio osmotica), quimicos (pH, oxigenagio, inibidores, nutrientes minerais e orgéanicos) €
microbioldgicos (espécie, linhagem e concentragdo da levedura e contaminagdo bacteriana)
afetam o rendimento da fermentagfo, ou seja, a eficiéncia da conversdo de agucares em
etanol. Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa decorrem de uma alteragio na
estequiometria do processo, levando & maior formagdo de produtos secundarios
(especialmente glicerol e dcidos orgénicos) e biomassa (TIAN et al., 2009; STAMBUCK et
al., 2008; LIMA et al., 2001).

A reagdio quimica global que ocorre no processo de fermentagdo alcodlica esta

apresentada na Equagdo 2.1 (OSTROWSKI et al., 2006).
2CH;,06 (glicose) + enzima = 4CH;CH20H (alcool etilico) + 4CO; (gas) (2.1)
360g 184g 176g

No processo de fermentagdo alcodlica de agucares, os principais produtos, dlcool

etilico e gas carbonico, sdo produzidos em proporgdes equimolares, conforme a equagdo de
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gay-lussac. Entretanto a molécula de glicose passa por um processo anaerobico por doze
etapas intermedidrias antes de ser transformada em etanol e gas carbdnico. Ao lado de etanol
e gas carbénico, formam acetaldeidos, glicerol, 2,3 — butileno glicol, 4cido lactico, acido
succineo e 4cido citrico como produto constante da fermentagdo alcodlica e que contribuem
para o sabor e o aroma do vinho (SILVA, 1998). O mesmo autor afirma ainda que a
fermentagdo alcodlica € um processo bioquimico de transformagdo de agilicares em alcool
desencadeada por leveduras. Nesses casos pode-se recorrer a leveduras selecionadas, entre
outras. E importante realgar a temperatura de fermentagdo, pois ao fermentar o mosto libera
calor e eleva a sua temperatura influenciando o desenvolvimento da fermentagdo. As
temperaturas mais elevadas inibem as leveduras responsaveis por trabathar os aromas e
propiciam o aparecimento da indesejavel acidez volatil pelo que se torna necessario controla-

la 0 que pode prolongar o tempo de fermentagéio de um mosto de trés a quatro semanas.

A fermentagéo alcoolica constitui uma das etapas mais importantes para elaboragéo de
vinhos e bebidas fermentadas, podendo ser conduzida com vérias leveduras. Mesmo que, em
maior ou menor quantidade, possa intervir certo nimero de espécies ¢ inclusive de género de
leveduras, o papel principal é desempenhado pela Saccharomyces cerevisiae (BARRE et al,,
2000). Esta fermentagdo se desenvolve em condi¢des de parcial anaerobiose (quantidade de
oxigénio disponivel no meio, no inicio da fermentagéo, € inferior a 10mg/L. de oxigénio),
sendo que o metabolismo da Saccharomyces cerevisiae em tais condigdes ¢ estritamente
fermentativo. Esses autores certificam que durante a fermentagdo alcodlica sdo produzidos
metabolicos fermentativo e biomassa. A produgdo de biomassa sempre € pequena quando

comparada com quantidade de agucares convertidos em etanol e gas carbonico.

Durante o processo fermentativo um estudo cinético deste pode ser realizado, onde
consiste de uma analise de evolugio dos valores de concentragiio de um ou mais componentes
do sistema de cultivo, em fun¢do do tempo de fermentagdo, sendo esses componentes a
concentragio dos microrganismos (X), os produtos (P) do metabolismo € os substratos (S) que

compdem o meio de cultura (SCHMIDELL et al., 2001).
2.8.4 Leveduras e produciio de bioetanol

Durante a fermentagio alcodlica, as leveduras produzem etanol, dioxido de carbono e
um grande numero de componentes secundarios, sendo os mais abundantes os alcoois
superiores (LIMA, 2001). O pH é um fator importante em qualquer processo biologico,

havendo valores minimo, 6timo e maximo de pH para o desenvolvimento de cada
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microrganismo (PERAZZO NETO, 1999). De acordo com Franco e Landgraf (1996), o pH
em torno da neutralidade (entre 6,5 e 7,5) é o mais favoravel para a maioria dos
microrganismos. Ainda comenta que os bolores e leveduras apresentam maior tolerncia ao
pH, sendo que os bolores podem se multiplicar em valores de pH mais baixos que as
leveduras, sendo estas mais tolerantes que as bactérias a valores baixos de pH, onde os valores
de pH otimo para a multiplicagdo de Saccharomyces cerevisiae é entre 4 e 5. Holanda et al.
(1998) estudando o enriquecimento protéico do pedinculo do caju por meio de leveduras,
constataram que se deve observar o pH das massas de caju, uma vez que em pH<3,5 pode
ocorrer uma redugdo na eficiéncia de conversdo protéica da levedura, embora o elevado indice

de acidez evite a contaminagio de microrganismos no meio, tais como bactérias.

A temperatura tem grande influéncia no crescimento microbiano, havendo uma
temperatura minima, abaixo da qual o microrganismo nfo se desenvolve; uma temperatura
étima na qual o crescimento microbiano é méximo; e uma temperatura maxima, acima da qual
ndo had crescimento microbiano sendo necessario observar a temperatura para ndo
comprometer © processo fermentativo. Franco e Landgraf (1996) relatam que os
microrganismos mesodfilos tém uma temperatura o6tima de multiplicagdo variando entre 25 ¢
40 °C, e corresponde a grande maioria dos microrganismos. Em fungos filamentosos, a
temperatura influencia diretamente a germinagdo dos esporos, crescimento, formagdo de

produtos e esporulagdo (PINTO et al., 1998).
2.9 Etanol de segunda geracio: desafios e oportunidades

Os efeitos do aquecimento global e dos impasses na politica externa energética
forcaram uma tomada de atitude em nivel global para o desenvolvimento de pesquisas na area
de energias limpas e renovaveis (ROSSELL, 2007).

O Brasil, com grande experiéncia na produgio de etanol a partir do caldo da cana-de-
agticar, desde a década de 70 no programa nacional PRO-ALCOOL, apresenta uma posigao
de vantagem com relagio as variedades de cana desde entio desenvolvidas para aquela
finalidade. Este pais acumulou experiéncia no programa de melhoramento genético da cana,
que disponibiliza variedades mais adequadas & diferentes biomas brasileiros, e também no
desenvolvimento da tecnologia dos motores flex, que hoje dominam a linha de produgdo de

motores para automodveis (CORTEZ, 2005).

Outra grande vantagem brasileira é a grande disponibilidade de recursos naturais

agroenergéticos: agua, terra, condi¢des favordveis de clima e solo. Contudo, a posigio de
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vantagem brasileira no cendrio bioenergético mundial pode mudar devido as pesquisas neste
campo sendo conduzidas por paises concorrentes. O Brasil hoje produz para a demanda
interna ¢ atende também parte da demanda externa. Contudo, a pressdo por tecnologias mais
rentaveis, limpas e com certificacfo de sustentabilidade sécio-ambiental tem sido constante.
Associadas a essas exigéncias do mercado estdo a busca por tecnologias agricolas de precisio,
condi¢des de trabalho que nfo infrinjam os direitos humanos, uso racional dos recursos
naturais, mitigagdo da emissio de gases causadores do efeito estufa, e busca por solugdes
biotecnolégicas avangadas no desenvolvimento de recursos biologicos mais adequados para

atender a demanda por biocombustiveis, bem como solugdes relacionadas a linha de produgao

dos biocombustiveis (ROSSELL, 2007).

Existe uma tendéncia consolidada ¢ crescente na utilizagdo das fibras vegetais na
producio de energia na forma de etanol. A biotecnologia oferece oportunidade de
manipulagdo de muitas caracteristicas da parede celular destas fibras. Uma possibilidade ¢é
aumentar a susceptibilidade da biomassa vegetal a degradagio por enzimas produzidas por
microrganismos, um termo cunhado em inglés como “Green technology” e que constitui uma
forma mais limpa e ambientalmente sustentavel, devido a ndo utilizagdo de pré-tratamentos

quimicos, cujos residuos constituem um problema ambiental (RODRIGUES, 1995).

Pesquisas paralelas para o desenvolvimento de novas tecnologias de fermentagio e de
biorreatores também tém sido conduzidas no sentido de aperfeigoar as linhas de produgdo. O
melhoramento genético vegetal tem focado principalmente no desenvolvimento de variedades
de cana melhor adaptadas aos diferentes regides brasileiras. Estas adaptagdes incluem maior
tolerdncia a estresse hidrico, resisténcia a doengas, florescimento tardio (o florescimento
consitui um dreno de carboidratos fermentaveis), maior produtividade de biomassa, maior
tolerancia ao adensamento (visando ac melhor aproveitamento da drea de plantio), menor
exigéncia nutricional (principalmente de P e N). Para buscar esses objetivos, novas variedades
tém sido geradas, por meio de triagem e selegdo de individuos com caracteristicas mais
interessantes, e o uso destes individuos em um programa de cruzamento genético controlado

(GRAVITIS, 1998).

A necessidade por uma biomassa mais adequada & produgdo de alcool de segunda
geragdo tem imposto um nivel recente de critério de selegdo, que € a constituigdo quimica da
parede celular. Na UFV, a RIDESA tem conduzido um programa de melhoramento genético
liderado pelo Professor Marcio Barbosa voltado a obtengédo de variedades de cana com menor

teor de lignina. As variedades pré-selecionadas sdo testadas quanto ao seu potencial de
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rendimento de aglicares fermentaveis, a0 mesmo tempo em que tem se buscado elucidar a
estrutura da lignina ¢ da hemicelulose da parede de diferentes variedades de cana, trabalho de

Pés-doutoramento que tenho conduzido (ROSSELL, 2007).

Conhecer a matéria prima ¢ o principio para se determinar linhas de acdo e estratégias
de pesquisa visando a alteragio das propriedades da parede celular da cana.
O desenvolvimento de tecnologias para o aproveitamento rentivel e ambientalmente
sustentivel da energia contida nos polimeros dos residuos lignoceluldsicos requer pesquisa
multidisciplinar, em vérios dmbitos da area da ciéncia. A biotecnologia envolvida nestes
estudos constitui no momento uma érea de fronteira do conhecimento e para a concretizagéio
dos estudos requeridos, um continuo aporte de financiamento puiblico e privado sdo
necessarios. A viabilizagio destas pesquisas também requer o continuo aprimoramento de

pessoal qualificado e das estruturas laboratoriais (CORTEZ, 2005; DOMINGUEZ, 2003).

2.10 Estimativas de rendimentos e custos para produgdo de bioetanol

A produgio de bioetanol utilizando matéria-prima lignoceluldsica (biocombustiveis de
segunda gerag#o) ainda estd em fase de desenvolvimento nos laboratérios e plantas-piloto das
instituigdes de pesquisa. A produgdo comercial serd possivel, mas exigird o dominio de
tecnologias ainda ndo completamente desenvolvidas que atualmente sio complexas, com
baixo rendimento na conversio da matéria-prima em bioetanol, balango energético negativo €

com custo de produg¢io elevado Jardine et al. (2009). 1

Em seu estudo, Seabra (2008) apresentou os principais resultados de estudos recentes
sobre processos em desenvolvimento para produgdio de bioetanol (Tabela 2.3). Os
rendimentos se referem a produgdo de bioetanol por tonelada de biomassa seca. O custo dessa
biomassa, também apresentado pelo autor, informa o valor adotado para o calculo do custo do

bioaicool, sendo definido de forma exdgena ao processo produtivo.

Segundo Budny e Sotero (2007), o custo de produgio do etanol de 1° geragdo no
Brasil, a partir do caldo de cana-de-agticar, € da ordem de US$ 0,22. Comparando estes custos
com os custos de produgio apresentados na Tabela 2.3 pode-se observar que o bioetanol de 2°
geragdo, produzido a partir de residuos lignocelulosicos, ndo sera competitivo com o de 1°
geragdo a curto prazo, independentemente do tipo de pré-tratamento aplicado 4 biomassa. Por
esse motivo pesquisas que venha contemplar o aumento de bioetanol de 2° geragdo vem cada

vez mais sendo estudos.



Revisdo Bibliografica 44

Tabela 2.3 - Estimativas de rendimentos e custos para producdo de bioetanol

Processo Rendimento  Custo da Custodo  Disponibilidade Referéncia
(litro / t) biomassa etanol
SSF
Pre-tramento 300 3€/G] 098€/liro  Custo prazo
acido diluido
SSCF*
Pré-tratamento ; G Hamelinck
comy st de ~ 340 2,5€/GJ 0,58 €/litro Médio prazo et al. (2005)
vapor
CBP** com
termoidrolise ~ 400 2€/GJ 0,39 €/litro Longo prazo
com explosdo
SSCF 0,28
Pré-tratamento US$/litro Aden et al.
com 4cido 374 33 US$/t fmtifino Custo prazo (2002)
diluido preco)
SSCF
Pré-tratamento 0,38 Wooley et
i 283 4USSA  Uselliro  CUSIOPTZO ) (1999)
diluido
SSCF
Pré-tratamento 0,20
com écido 413 28 US$/t US$/litro Longo prazo
diluido

* Processo simultineo de sacarificagdo e co-fermentagdo

** Bioprocessamento consolidado — fermentagéo de biomassas lignocelulésicas empregando
simultaneamente diferentes espécies de microorganismos

Fonte: Seabra (2008).

2.11 Trabalhos de producio de etanol de 2" geragio

Melo et al. (2008) realizaram a hidrolise do amido da torta de mamona por 4cido e
pela combinagdo de o-amilase, glicoamilase e pululanase, seguido da etapa de fermentagdo. A
hidrélise quimica resultou em 27,3 g L' de agucares com 33,4% de eficiéncia de hidrélise. O
hidrolisado obtido foi fermentado originando 11 g L de etanol (Yps =0,48 g g™). A melhor
condigdo de hidrélise enzimatica foi (por grama de torta de mamona): 200 pL de _-amilase, a
90 °C; 200 pL de glicoamilase e 100 pL de pululanase, ambas a 60 °C, que resultou em 75 g
L' de agticares redutores totais, que corresponde a 91,4% de eficiéncia de hidrélise. Esses
aglcares em seguida foram convertidos em 34,5 g L' de etanol. O processo de hidrélise 4cida

foi capaz de promover a destoxificagdo da torta de mamona.
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Conforme Rossell (2007), a fermentagdo do licor de agucares redutores obtido apds a
hidrélise dos materiais lignoceluldsicos é um estagio critico para atingir um processo de
obtengdo de etanol que assegure uma conversdo minima destes aglicares e seja compativel
com um custo de producéio factivel, sob uma visdo técnica ¢ econdmica. Ainda deve ser
levado em conta o consumo energético associado as condigdes de fermentagdo e o titulo de
etanol no vinho final obtido, a necessidade de realizar processos de pré-tratamento do bagago
sem 0s quais a hidrolise torna-se inviavel, independente da mesma ser catalisada por acidos
ou enzimas, haverd a formag¢do de uma série de compostos secundarios durante estes pré-
tratamentos, que inibem fortemente a atividade fermentativa dos microorganismos em geral e
a levedura em particular, de tal forma que o desenvolvimento de novas tecnologias para
tratamento dos materiais lignocelulosicos tem sido vista com bons olhos do ponto de vista
econdémico ao considerar-se a sua utilizagdo como substrato em processos para produgio de
etanol.

Mojovic et al. (2006) estudaram a produgio de bioalcool a partir de hidrolisados da
farinha de milho. Os pré-tratamentos utilizados para o substrato foram a liquefago, com _-
amilase na temperatura de 85 °C durante 1 hora e pH 6,0, e posterior sacarificagfio, utilizando
glucoamilase, temperatura de 55 °C e pH 5,0 durante 4 h. As fermentagdes do hidrolisado
foram realizadas empregando fermento seco contendo Saccharomyces cerevisiae (1; 1,35 ¢
2% m/m) como indculo e conduzidas em agitador rotativo com freqii€éncia de agita¢do de 100
min™, pH 5,0 e temperatura de 32 °C. Os ensaios de fermentagio duraram menos de 48 h,
sendo que foi obtido um rendimento de 45,59% em etano! (89,2% do tedrico) e produtividade

de121gL'h™"

Sassner et al. (2006) empregando residuos de madeira como substrato, ap6s hidrolise
acida a 200 °C com H>80; 0,5% m/m durante 8 minutos e posterior fermentagio (S.
cerevisiae, pH 5, 37 °C) com sacarificagdo simultinea (glicosidase), obtiveram rendimento de
40,38% em etanol convertido a partir dos agicares fermentaveis disponiveis apos 24 h de
fermentagdo. A concentra¢do de ctanol obtida no produto fermentado foi de 16 g L'ea
produtividade foi de 0,67 g L' h"'. Observaram ainda, que esta produgéo de etanol poderia ser
elevada em até 32% utilizando leveduras capazes de fermentar hexoses e pentoses

simultaneamente.

A produgio de alcool etilico a partir de materiais lignocelulosicos esta mais voltada
para utilizagio do bagago da cana-de-agticar, como alternativa de ampliagio da produgio

deste combustivel nas usinas e reaproveitamento de uma fonte rica em substincias como
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celulose e hemicelulose (ROSSELL, 2006a).

O etanol obtido através da fermentacdo de agucares, utilizando um catalisador
biolégico, vem sendo considerado uma importante fonte de energia alternativa ¢
ambientalmente de pouca agressividade e, consequentemente, estes processos vem sendo
estudados em diversos aspectos. Buscando minimizar os custos de produgdo, barateando o
processo, a utilizagdo de materiais lignoceluldsicos tem se mostrado promissora fonte de
carboidrato para o substrato fermentativo, no qual se incluem a utilizagdo dos residuos
agroindustriais. (SAITO e CABELLQ, 2006). Estes autores no estudo avaliando a produgio
de etanol a partir de hidrolisado (rico em glicose) proveniente de tratamento hidrotérmico
desenvolvido no farelo de mandioca, mostraram que as melhores condigdes foram: tempo de
processo 35 minutos; temperatura de 140 °C; concentragfio do catalisador de 2,5% (m.s);
obtendo-se nestas condigdes: concentracdo de glicose no hidrolisado de 7,26%; concentragio
de 100mg/L de compostos fendlicos e o processo fermentativo, mostrando que os compostos
fendlicos ndo afetaram a fermentagdo, producdo de 2,89% (p/p) de etanol e fator de conversao
de 0,46 (m/m).

Estudando a obtengéio de alcool etilico a partir de amido de mandioca Ostrowiski et al.
(2006), verificaram que a convers3o de celulose e hemicelulose em acficares fermentativéis
através da hidrélise 4cida apresentou um baixo rendimento e que a conversdio por via
enzimatica é mais complexa, no entanto, mais interessante do ponto de vista industrial, ¢ com
o seu dominio, a produgdo de alcool a partir de amido de mandioca tende a se tomar uma
operagio mais simples.

Avaliando o potencial de produgdo de etanol a partir do bagago de magd, Nogueira et
al. (2005) produziram um fermentado com 33,93 g L' de etanol sob temperatura ambiente
(19-25 °C) e empregando S. cerevisiae seca, reidratada por 20 min. como indculo. Este valor
representa um rendimento de 44,53%, partindo de uma concentragio de 76,2 g L de agucares
fermentaveis. O suco de magd, por ser mais rico em agticares fermentéveis, resultou em 54,44

g L"! de etanol e um rendimento de 43,38% na fermentagéo.

Realizando a hidrélise acida de eucalipto Carvalho et al. (2005) obtiveram valores de
concentragdo de glicose, xilose, e arabinose no licor de 1,53; 24.32 ¢ 0,56 g/drn3, que apoés
submetido ao processo de concentragio passaram a 6,84, 1084 e 2,36 g/clrn3 .

respectivamente.

Salazar et al. (2005) estudando a composigdo da palha de milho, verificaram que a
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mesma era composta por 8,79, 57,49 e 41,18% de lignina, hemicelulésico e celulose,

respectivamente.

Para estudos da hidrolise acida, Tamanini et al. (2004) estudando a hidrélise da casca
de aveia em reator de avo inoxidavel com capacidade de 1,5 L, utilizaram as seguintes
condigdes: temperatura de 156 °C, concentragdo de acido sulfirico (H»S04) de 0,35% (m/v) e

relagdo solido: diluigéo dcida de 1:4,5 em 27 min. de reagdo.

Estudando a hidrélise acida do bagago de cana Rodriguez-Chong et al. (2004), usando
4cido nitrico em concentragdo variavel (2- 6%), aumento do tempo (0-300 min) e temperatura
(100-128 °C), obtiveram concentra¢des de agucares liberados (xilose, glucose e arabinose) e
produtos de degradagdo (acido acético e furfural). A influéncia da temperatura também foi
estudada e aplicando os modelos cinéticos obtidos, as melhores condigdes foram
selecionadas: 122 °C, 6% HNOQO; e 9,3 min. Usando estas condi¢des foram obtidas xilose 18,6
g.L; arabinose 2,04 g.L''; glicose 2,87 g.L”; 4cido acético 0,9 g.L” e furfural 1,32 g L.

Para estudos da hidrolise acida, Matos et al. (2003) estudando a formagdo de xilitol,
etanol e glicerol por Candida guilliermondii FTI 20037. durante a fermentagio do
hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana-de-agiicar, em reator inox de 250 L a 121 °C,
por 10 minutos, utilizando-se 100 mg de acido sulfirico por grama de matéria seca, na
proporgio sélido/liquido de 1:10. O hidrolisado foi trés vezes concentrado em evaporador a
vacuo a 70 °C e submetido ao tratamento combinando modificagdo de pH com oxido de
calcio comercial e acido. Verifica-se valores de 50,1 g.L" para xilose, 3,6 g.L'] para

arabinose e 2,3 gL' para glicose.

Atnalmente varios pesquisadores estio estudando as melhores formas de utilizar
materiais lignocelulésicos obtidos de outras matérias-primas para obtengdo de alcool etilico,

empregando diversas formas de processamento para cada uma delas.



Material e Métodos 48

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local da pesquisa

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de Engenharia Bioquimica
(LEB) e Laboratério de Transferéncia em Meios e Sistemas Particulados (LTCMMP) da
Unidade Académica de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Campina Grande.
No LEB foram realizadas as seguintes etapas: recep¢do, sele¢fio, lavagem, caracterizagio do
pedinculo do caju, trituragdo € moagem para obtengdo do bagaco e no LTCMMP, foram
realizadas as analises para as seguintes etapas: secagem do pedunculo de caju, peneiramento,
pré-hidrolise e hidrolise acida, caracterizagdo dos licores pré- hidrolisado e hidrolisado,
estudo da adsorgfio dos inibidores, estudo cinético da fermentagio do hidrolisado em trés
tratamentos, analise do fermentado e estimativas da produgéo de etanol a partir do bagago do

pedunculo de caju.

3.2 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada neste estudo foi o bagago do pedunculo do caju damido
(BCU), das variedades vermelha e amarela, a qual foi adquirida como um residuo da
producdo de polpa de frutas da indastria FRUTNAT, localizada na cidade de Campina

Grande, Paraiba.
3.3 Processamento para obtenciio do bagago do caju seco

O bagago do pedinculo do caju dmido (BCU), foi transportado para o local de
processamento (LEB), onde ocotreu a selegdo do bagago para retirada de materiais
indesejaveis do processamento como: pedagos de castanhas, talos, cascas e pedagos de
embalagens. Posteriormente foi realizada a lavagem do bagago do pedinculo do caju com
dgua na razdo de l:1, na temperatura de 60 °C, por um tempo médio de 20 min, para a
lixiviagdo dos agticares remanescentes. A solugdo lixiviada foi filtrada em chumago de
algoddo para obten¢dio de uma solugdo agucarada denominada adgua da primeira lavagem, que
foi reservada com a perspectiva de ser adicionada no processo fermentativo. Apos, esta etapa
o bagaco foi lavado com agua destilada a temperatura ambiente por mais trés vezes, até
atingir °Brix zero, para garantir que no bagago nio tenha aglicares remanescentes do processo
de extracdo. O bagago entdo foi levado nas bandejas em camadas de 2 centimetro de
espessura para secar em uma estufa com circulagdo de ar a uma temperatura média de 55 °C.
Quando a massa nas bandejas atingiu peso constante, este material denominado bagago do

pedunculo do caju seco (BCS) foi retirado, moido com o auxilio de moinho de facas e
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peneirado em peneira 48 mesh para reduzir a granulometria, sendo envasado a vacuo em
sacos plasticos com aproximadamente 500 g e armazenado em caixa de isopor, para o

posterior uso.

Na Figura 3.1 esta apresentado o fluxograma do processamento para obtengdo do
bagago do caju seco a 55 °C (BCS) que foi utilizado nos processos posteriores de pré-
hidrolise e hidrélise.

AQUISICAO NA INDUSTRIA
.
SELECAO I‘ Caracterizacdo do bagaco do caju timido (BCU)
- J—
LAVAGEM COM AGUA A 60°C  |B} | Agua da pr
. N

LAVAGEM COM AGUA
A TEMPETATURA AMBIENTE

u

SECAGEM A S55°C

iR

woscev |8 [ Andlise sranulométrica t3Cs) |
iR

PENEIRAMENTO MESH 48
n

EMBALAGEM A VACUO
i B

ARMAZENAMENTO ‘ Caracterizacdo do bagago do caju seco (BCS)
Figura 3.1 - Fluxograma do processamento do bagago do pedinculo do caju BCU para BCS.

3.4 Caracterizaciio do bagaco

Foi utilizada uma quantidade de 200 e 250 g dos bagagos BCU e BCS
respectivamente, para realizagdes das seguintes analises: concentragdes de agucares redutores
e totais (glicose, frutose e sacarose), celulose, lignina, hemicelulose, sélidos soliveis totais

(°Brix), acidez total titulavel, cinzas, pH, umidade, extrativos e granulometria.

O teor de agucar foi determinado de acordo com a metodologia NREL/TP510 (NREL,
2008). As analises de agucares foram realizadas através de cromatografia liquida, utilizando-
se do HPLC. Os dados do cromatégrafo e as condigdes das operagdes foram as seguintes:

cromatégrafo liquido equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor manual

com loop de 20uL; Detector de indice de refragdo modelo ProStar 356 (Varian); Coluna
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analitica de aco inox Hi-Plex H (300 mm x 7,7 mm; Varian); Temperatura da coluna de 40
°C; Fase moével: dgua miliQ com vazio de 0,6 mL/min; Tempo de andlise: 15 minutos.
Solugdes padrdes internos de agucares: glicose, frutose, xilose, arabinose e sacarose (Sigma

99,99% grau HPLC) foram utilizadas na quantificagéio do teor de agucares dos licores.

O teor de celulose nos materiais utilizados foi determinado conforme metodologia
Tappi T17 wd-70, e T 203 cm-99 da TAPPI (2010).

Os teores de lignina foram determinados de acordo com metodologia Tappi T222 da
TAPPI (2010).

Para analise de lignina soltuvel foi utilizado o procedimento (MILAGRES ¢ PRADE,
1994) adaptado. Foi utilizado o licor proveniente do procedimentc anterior, que foi
transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL e completado o volume com H;SO4 (4%).
A solugio de referéncia o branco foi o acido sulfurico a 4%. Em um espectrofotémetro
UV/Visivel, foram feitas medidas de absorbincia nos comprimentos de ondas de 280 e 215
nm do filtrado, utilizando a solugdo de referéncia para a calibragdo absorbincia zero. Sem
dilui¢do do licor, ja que esta ndo altera os resultados obtidos. A concentragio de lignina em

gramas por litro foi calculada pela Equagéo 3.1.

_ 4353A215 - Azso (

/L 31
L 300 g )

Sendo: A-j< é o valor da absorbincia a 215 nm.
Aoge € 0 valor da absorbancia a 280 nm.

O teor de lignina total foi obtido pela soma do teor de lignina insolivel com o teor de

lignina sohivel.

Para determinagdio de hemicelulose, utilizou-se o seguinte procedimento: em um
Erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 5,000 g de bagago de caju , 0,7500 g de clorito de
sédio, 0,5 mL de acido acético concentrado ¢ 100 mL de agua destilada, a mistura foi agitada
até o clorito ser dissolvido. O Erlenmeyer foi coberto com um vidro de relégio e colocado em
um banho & temperatura de 75 °C por 3 h; sendo que a cada 0,5 hora foi adicionado ao
Erlenmeyer a mesma quantidade de reagentes. O sistema foi resfriado a 10 °C em agua com
gelo, e depois filtrado através de um sistema de bomba a vacuo e papel de filtro n° 40 tarado.
O material apresenta nesta fase uma textura gelatinosa de cor branca. Os residuos foram
lavados seis vezes com agua e gelo e secos em uma estufa a 105 °C por 6 h. Apds esse

periodo, o residuo foi pesado para quantificar a holocelulose.
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Os métodos quimicos de separagdo da hemicelulose do bagago de caju foram baseados
na sua solubilidade em solugéo de hidroxido de sodio a quente, o método descrito por Xu et
al. (2006), propde o isolamento da celulose do bagago da cana-de-agicar utilizando-se uma
mistura de acido acético 2 80% com &cido nitrico a 70% na proporgéo de 10:1, v/v. 2 g da
amostra de bagacgo de caju, foi digerida por 20 min nesta solug3o, em agitador magnético a
temperatura de 110 a 120 °C e o precipitado foi separado através de um sistema de bomba a
vacuo e papel de filtro n° 40 tarado e determinado como celulose total. Além da celulose total
poderdo ser determinadas as celuloses alfa, beta e gama, que dardo informagSes sobre a fragdo

degradada pela radiag@o ionizante (FENGEL e WEGENER, 1989).

A celulose alfa foi determinada colocando o residuo remanescente do procedimento
anterior, adicionado a um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de hidréxido de sodio a
17,5%, a temperatura de 40 °C, em agitador magnético, durante 1 hora. Apoés esse tempo
adicionou-se ao sistema 150 mL de agua destilada por mais 0,5 hora, depois o material foi
filtrado através de um sistema com bomba a vacuo e papel de filtro n° 40 tarado, o residuo foi
pesado para quantificagdo da celulose alfa e o licor filtrado, separado para determinar a

celulose beta.

A celulose beta foi determinada utilizando o licor filtrado remanescente do
procedimento anterior, colocado em um Erlenmeyer de 2 L, adicionado 50 mL de H,S80;
(72%), ocorrendo a formagdo de um precipitado, que foi separado através de um sistema de
bomba a vacuo e papel de filtro n° 40 tarado e determinado como celulose beta. O teor de
hemiceluloses corresponde a diferenca entre holocelulose ¢ o somatério dos teores de a-

celulose e B-celulose.

O teor de sélidos soluveis totais (°Brix), acidez total titulavel, cinzas, pH e umidade,

foram determinados de acordo com as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (Brasil, 2005).

Para a analise do teor de extrativos seguiu-se norma padronizada T 204 cm - 07, pela

TAPPI (2010).

A granulometria foi determinada de acordo com a metodologia do fabricante do
conjunto de peneiras, Pavinteste, usado no presente trabatho. Esse conjunto consiste de
peneiras, com mathas de 20, 24, 35, 48, 65, 80 e 115 mesh. Apés pesagem das peneiras vazias
e empilhamento das mesmas no agitador, foram colocados 100 g do residuo na peneira
superior. O conjunto de peneiras foi agitado por 20 minutos na freqiiéncia 80 do agitador. O
material retido em cada peneira teve sua massa determinada. Os resultados foram expressos

como fragdes percentuais da massa de residuo inicialmente utilizada para a analise.



Material e Métodos 52

3.5 Estudos cinéticos das pré-hidrolise e hidrélise do bagaco de caju

As reacgdes de pré-hidrélise e hidrélise nas amostras (BCS) foram realizadas em um
reator de ago inox de pressdo autdgena, com capacidade de 750 mL, com sistema de
automagdo de tempo, aquecimento e temperatura interna e externa. Este estudo foi realizado
para definir os tempos para realizagdo dos experimentos de pré-hidrolise e hidrolise do bagago

de caju no reator. A Figura 3.2 apresenta o reator utilizado nos experimentos sistema

completo e detalhamento da area de forno.

Figura 3.2 - Reator utilizado nos experimentos

Para o desenvolvimento das rea¢des destes processos, foram utilizadas as seguintes

condigdes:

Pré-hidrélise: massa de bagago 70 g, solugdo de H,SO4 a 3% (Vetec PA), razdo de
massa/acido de 1:10, temperatura de 105 °C, sendo coletada amostras a cada 15 min até ser

verificado a redugdo da quantidade de glicose.

Hidrélise: massa de bagago 30 g, solugdo de H,SO4 a 4% (Vetec PA), razdo de
massa/acido de 1:8, temperaturas de 140, 160 e 180 °C, sendo coletada amostras a cada 15

min até ser verificado a redugdo da quantidade de glicose.

As amostras coletadas foram analisadas quanto as concentragdes de: agticares (glicose,

xilose e arabinose) e dos congéneres (4cido acético, hidroximetilfurfural e furfural), extraidos

nestes processos em fungdo do tempo.
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3.6 Planejamento experimental para o estudo do processo de pré-hidrolise e hidrélise

acida do bagaco de caju

Para os estudos das reagdes dos processos de hidrolise, foram utilizados planejamento
experimental fatorial 2%, para verificagio das influéncias das varidveis de entrada (temperatura
da hidrédlise, concentragdo da solugdo de acido sulfurico e relagdo acido e massa seca da
matéria lignoceluldsica) sobre a eficiéncia da extragdo em concentragdes de glicose, xilose,

arabinose, HMF, furfural e acido acético, expressos em mg/L.

O tempo de reagdo foi estabelecido em 60 e 90 min., apés o reator atingir a temperatura
pré-estabelecida nos processos pré-hidrolise e hidrolise 4cida do bagago de caju,

respectivamente.

3.6.1 Processo de pré-hidrolise

Para o processo da pré-hidrolise utilizou-se um planejamento experimental 2% com 5
pontos centrais e 6 axiais, totalizando 19 experimentos, aplicado a um delineamento composto

central rotacional (DCCR).

Na Tabela 3.1 encontram-se, respectivamente, os niveis reais e codificados das
variaveis de entrada estudadas no processo de pré-hidrélise e na Tabela 3.2 a matriz do
planejamento. Os niveis reais foram definidos conforme estudos preliminares baseados em
Torres Neto (2010), ao estudar a pré-hidrolise acida da palma forrageira.

Tabela 3.1 - Valores reais e niveis codificados dos fatores estudados para o planejamento
fatorial da pré-hidrolise

Variaveis -0 -1 0 +1 +a

Temperatura (°C) 80 90 105 120 130

Concentragdo da solugdo de 0 1 3 5 6
H,S04 (%)

Razio massa do bagago e 1.6 1:8 1:10 1:12 1:14
volume de H,SO4 (m/v)
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Tabela 3.2 - Matriz de fatorial 2° com 5 pontos centrais e 6 axiais, totalizando 19
experimentos com 5 pontos centrais e 6 axiais, totalizando 19

Experimentos  Concentragio de Razio (massa do bagaco Temperatura (°C)

H,S0, (%) e volume de H,SO,)
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 5] -1 -1
4 +1 -1 +1
5 -1 +1 -1
6 -1 +1 +1
7 41 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 -a
13 0 0 +a
14 - 0 0
15 +a 0 0
16 0 -0 0
17 0 +a 0
18 0 0 0
19 0 0

Para o processo de obtengdo do licor da pré-hidrélise do bagago do pedinculo de caju,
foram realizadas as seguintes etapas apresentadas na Figura 3.3.

BAGACO SECO
s
PRE- HIDROLISE h H,S0,4
-

s SR

i = g
RES{DUO DA PRE- HIDROLISE B} | Anilise Fisico-Quimica

-

SECAGEM DO RESIDUO

s

ARMAZENAMENTO

Figura 3.3 - Fluxograma do processo de obtengdo do residuo e licor da pré-hidrdlise do
bagago do pedtnculo.
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3.6.2 Processo de hidrolise

Para o processo de hidrélise utilizou-se um planejamento experimental 2° com 3

pontos centrais, totalizando 11 experimentos.

Na Tabela 3.3 encontram-se, respectivamente, os niveis reais e codificados das
variaveis de entrada estudados no processo de hidrdlise e na Tabela 3.4 a matriz do
planejamento. O processo de hidrélise do material BCS foi uma adaptag@o das metodologias
empregadas na hidrdlise acida do bagago de cana-de-agtcar (BASTOS, 2007; ROSSELL,
2006) e de hidrdlise acida da casca da aveia (TAMANINI e HAULY, 2004).

Os niveis foram definidos, de acordo com os trabalhos de Cassales (2010) ao analisar
a hidrolise da casca de aveia e Gurgel (2010) ao pesquisar a hidrolise da cana-de-agucar,

adaptando-se ao presente trabalho.

Tabela 3.3 - Valores reais e niveis dos fatores estudados para o planejamento fatorial da
hidrélise

Variaveis -1 0 +1

Temperatura (°C) 160 180 200
Concentragdo da solugdo de H>SO4 (%) 2 4 6

Razdo massa do bagago e volume de 1:6 1:8 1:10
H,>S04 (m/v)

Tabela 3.4 - Matriz de planejamento fatorial 2° com 3 repeti¢des no ponto central
utilizada na hidrolise

Experimentos Concentraciio de Raziio (massa do bagaco Temperatura (°C)

H2S04 (%) e volume de H,SO,)

1 -1 -1 -1
£ -1 -1 +1
3 +4 -1 -1
4 #+1 -1 +1
5 -1 +1 -1
6 -1 +1 ]
7 +1 ] -1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0

11 0 0 0

L 1renp IIDTINTRNA Rﬂ]
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O planejamento experimental foi realizado com o BCS separado do licor pré-

hidrolisado que apresentou o melhor rendimento de glicose.

Para o processo de obtengéo do licor da hidrélise do bagago do pedinculo de caju

(BCS), foram realizadas as seguintes etapas apresentadas na Figura 3.4.

RESIDUO DA PRE-HIDROLISE
B

HIDROLISE h H,S0,
. B

e |4 [ |

. B
LICOR DA HIDROLISE

R
FILTRAGEM

. B
LICOR FILTRADO (LH) J‘ Andlise fisico-quimica

Processo de adsor¢iio - Processo de fermentagio

Figura 3.4 - Fluxograma do processo de obtengdo do residuo e licor da hidrolise do bagaco
do pedunculo.

3.6.3 Caracterizaciio do residuo do pré-hidrolisado e dos licores pré e hidrolisado

O residuo da pré-hidrélise foi analisado quanto a sua estrutura celulésica (celulose,

hemicelulose e lignina), de acordo com os métodos descritos anteriormente no item 3.3.

Os teores de agucares foram determinados de acordo com a metodologia TP510
(NREL, 2008). As analises de agtcares foram realizadas através de cromatografia liquida,

utilizando-se do HPLC, nas condi¢des operacionais apresentadas no item 3.3.

O licor obtido na hidrélise foi analisado quanto ao pH e teores de agucares (glicose,
xilose e arabinose), de acordo com os métodos também descritos anteriormente no item 3.3.
Os congéneres acido acético, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, foram analisados pela
adaptagio do método de Bevilaqua (2010), que utilizou a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), e as condigdes das operagdes foram as seguintes: Cromatografo liquido
equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor manual com loop de 20 pL;

detector de indice de refragdo modelo ProStar 356 (Varian); (acido acético); detector modelo
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ProStar 356 (Varian) UV/ visivel, comprimento de onda 284 nm (hidroximetilfurfural- HMF
¢ furfural); Coluna analitica de ago inox Hi-Plex H (300 mm x 7,7 mm; Varian); temperatura
da coluna de 40 °C; fase mével: Acido Sulfurico diluido com agua miliQ em uma

concentragdo de 0,005M; vazio de 0,6 mL/min e tempo de analise de 60 min.

Solugdes padrdes internos de acido acético, hidroximetilfurfural (Sigma 99,99% grau
HPLC) e furfural (Sigma 99,99% grau HPLC), foram utilizados na quantifica¢io do teor de

congéneres do licor.

Para as analises dos teores de etanol no licor fermentado, foram utilizados os mesmos
procedimento para os aglicares, porém com tempo de andlise de 30 min. e solugdes padrdes
internos (Vetec 99,9 UV/HPLC).

3.6.4 Analise dos dados e avaliagio do modelo

Para a andlise dos resultados obtidos utilizou-se o programa computacional Statistica
6.0 (STATSOFT, 1999). A partir da analise no programa computacional, foi possivel obter o
grafico de Pareto, o modelo matematico codificado (regressdo dos dados experimentais),
valida¢do do modelo matematico por meio da analise de varidncia (ANOVA), e geragdo dos

graficos de superficies de resposta e curvas de nivel.

O grafico de Pareto foi utilizado para avaliar os efeitos das varidveis sobre as respostas
em estudo. A ANOVA dos modelos gerados valida se 0 mesmo representa e prediz com
precisdio o processo. Os graficos de superficies de resposta e curvas de nivel representaram
graficamente o modelo matematico obtido ¢ indicam o perfil das varidveis independentes
sobre as respostas em estudo. O modelo matematico foi avaliado quanto a significincia de sua

regressdo ao nivel de 95% de confianga.

3.7 Estudo do processo de remocio de inibidores

Foi realizado o estudo do processo de adsor¢do dos inibidores do licor proveniente da
hidrolise acida, para retirar os provaveis inibidores para a fermentagdo alcoolica. Foi utilizado
como adsorvente a lignina residual obtida do residuo do processo de hidrélise acida,
utilizando o licor do experimento que maximize a concentragdo de glicose como solugio dos
adsorbatos. Esse estudo teve como objetivo avaliar a atuagdo desse adsorvente no processo de
remocio (destoxificagdo) de compostos: acido acético, furfural e hidroximetilfurfural

presentes no licor hidrolisado do BCS.
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3.7.1 Obtencdo da lignina residual (adsorvente)

A lignina residual foi obtida de acordo com metodologia da TAPPI (2010), no método
Tappi T222. Pegou-se 10g do residuo seco obtido do processo de hidrélise acida, adicionados
S0mL de H.SO4(72%), em um erlenmeyer de 1000mL, adaptado com um sistema de refluxo
e uma placa de aquecimento com agitacio, deixando-se o acido/residuo sobre agita¢io por 2
hora, a temperatura de 40°C, apos esse tempo obteve-se uma pasta negra que foi adicionada
850 mL de 4gua destilada, reduzindo a concentragdio do acido sulfiirico para 4%, elevou-se a
temperatura para 105°C ¢ foi deixada sobre agitagdo por 2 horas. Apds essa etapa o residuo
foi filtrado através de um sistema com bomba a vacuo e papel de filtro n® 40, lavado
exaustivamente, com 1000 mL agua destilada para remogdo do 4cido excedente. Apods a
lavagem, o material retido no filtro foi seco em estufa a temperatura de 105 °C e denominado

de lignina residual.

3.7.2 Solugiio dos adsorbatos

Como solugdo dos adsorbatos para o estudo de adsorgdo, utilizou-se o licor
proveniente do experimento 06, que apresentou-se como melhor na obten¢io de glicose,
considerando apenas a maxima liberag¢do dos agucares (glicose), com as seguintes condigdes:
temperatura de 200 °C, concentragdo de HoSOy4 a 6,0% e razdo de 1:6 (bagaco/acido) e tempo
de 60 min de rea¢do, sendo os inibidores (HMF, furfural e acido acético) presentes no licor os

adsorbatos da solugdo para estudo.

3.7.3 Ensaio de adsorgiio dos inibidores presente no licor

O licor obtido da hidrdlise 4acida, teve seu pH inicial elevado com adigdo de NaOH
17,5%, conforme planejamento fatorial. E ent3o submetido ao processo de adsor¢do conforme
reportados em outros estudos (ROSSEL, 2006; PIVETTA et al, 2008). As condigdes
operacionais foram: razio massica 1:100 (lg da amostra/100g de do licor hidrolisado),
mantendo-se a mistura sob agitagdo de 150 rpm a 30°C por lhora, e filtrado a vacuo para
eliminagio do precipitado. Apés cada ensaio dos tratamentos as amostras eram coletadas para

analise de aghicares e inibidores da fermentagdo (congéneres).

Para os estudos de remoc¢do de inibidores do licor, foi utilizado planejamento
experimental fatorial 2, para verificagdo das influéncias das varidveis de entrada (massa de
adsorvente, pH e tempo de adsorgdo) sobre a eficiéncia da remogdo dos inibidores (HMF,

furfural e acido acético), presentes no licor.
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O planejamento experimental 2° com 3 pontos centrais e 6 axiais, totalizando 17
experimentos, aplicado a um delineamento composto central rotacional (DCCR). Na Tabela
3.5 estdo expressos os valores dos niveis codificados dos fatores estudados nos experimentos
e na Tabela 3.6 a matriz do planejamento. As respostas estudadas foram concentragdes de
glicose, xilose, arabinose, HMF, furfural e acido acético, em mg/L, ap6s a destoxificagdo com

a lignina residual em g/100 mL de licor.

Tabela 3.5 - Valores reais e niveis codificados dos fatores estudados para o planejamento
fatorial para o estudo do processo de destoxificagdo

Variaveis -a -1 0 +1 +a

Massa do adsorvente (g) 0,11 025 045 0,65 0,79
pH 1,92 4,0 7,0 10,0 12,05
Tempo (min) 6,36 20 40 60 73,64

Tabela 3.6 - Matriz do planejamento fatorial 2° com 3 pontos centrais e 6 axiais, totalizando
17 experimentos

Experimentos Massa do adsorvente (g) pH Tempo (min)

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
3 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 %)
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -0, 0 0
13 +0 0 0
14 0 -0 0
15 0 +a 0
16 0 0 -o
17 0 0 +o

Para o estudo do processo de destoxificagdo do licor da hidrélise do bagago do
peditinculo de caju (BCS), foram realizadas as seguintes etapas apresentadas na Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Fluxograma do processo de adsorgdo de inibidores (destoxifica¢do) do licor da
hidrélise do bagago do pediinculo.

O experimento que apresentou maior redugdo dos provéveis inibidores da fermentagdo
(congéneres) e menor redugéio de glicose no licor hidrolisado, foi utilizado no processo para
produgdo de um tipo de licor destoxicado, para posterior uso no estudo de fermentagdo

alcodlica dos licores.

3.8 Estudo da fermentacio alcodlica dos hidrolisados acidos

Foram realizados os estudos de cinética fermentativa da produgdo de etanol em
bioreator de 0,250 L, operando em batelada simples, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae de panificagdo (fermento comercial de panificagdio, com 58% de umidade (levedura
Fleischmann) e levedura Saccharomyces cerevisiae (FT858 GIASA) industrial empregada no

processo de fermentagdo para produgdo de élcool etilico combustivel, com 72,6% de umidade.

Para a fermentagdo alcodlica foram utilizados trés tipos de licores (tratamentos): o
licor proveniente da hidrolise 4cida (LH), que apresentar os maiores valores de glicose e
menores valores dos congéneres, o licor apés o processo de adsor¢do (LHA) e o licor
proveniente da hidrélise acida com a adi¢do de suco de caju (LHS). Aos licores foram
adicionados fontes de macronutrientes (N, P, K) e micronutrientes (Mg, S, etc.), conforme
descrito por Cassales (2010): K»S,0s, 0,01 g/L; (NHa) 2S04, 2 g/L; KHoPOy, 3,5 g/L e adigdo
de NaOH para assegurar um pH de 4,5, de forma a proporcionar condi¢des favoréaveis para o
desenvolvimento do microrganismo. Para a inoculagdo dos licores, utilizou-se uma

concentragdo de 10 g/L. das leveduras em base imida.
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Figura 3.5 - Fluxograma do processo de adsorgdo de inibidores (destoxifica¢do) do licor da
hidrolise do bagago do pedinculo.

O experimento que apresentou maior reducdo dos provaveis inibidores da fermentagio
(congéneres) e menor reducdo de glicose no licor hidrolisado, foi utilizado no processo para
produg¢do de um tipo de licor destoxicado, para posterior uso no estudo de fermentagdo

alcoodlica dos licores.

3.8 Estudo da fermentacdo alcoodlica dos hidrolisados acidos

Foram realizados os estudos de cinética fermentativa da produ¢do de etanol em
bioreator de 0,250 L, operando em batelada simples, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae de panificagdo (fermento comercial de panificagdo, com 58% de umidade (levedura
Fleischmann) e levedura Saccharomyces cerevisiae (FT858 GIASA) industrial empregada no

processo de fermentagdo para produgdo de alcool etilico combustivel, com 72,6% de umidade.

Para a fermentagdo alcodlica foram utilizados trés tipos de licores (tratamentos): o
licor proveniente da hidrolise acida (LH), que apresentar os maiores valores de glicose e
menores valores dos congéneres, o licor apos o processo de adsorgdo (LHA) e o licor
proveniente da hidrdlise acida com a adigdo de suco de caju (LHS). Aos licores foram
adicionados fontes de macronutrientes (N, P, K) e micronutrientes (Mg, S, etc.), conforme
descrito por Cassales (2010): K,S,0s, 0,01 g/L; (NHy) 2SO, 2 g/L; KH,POy, 3,5 g/L e adigdo
de NaOH para assegurar um pH de 4,5, de forma a proporcionar condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento do microrganismo. Para a inoculagdo dos licores, utilizou-se uma

concentragdo de 10 g/I. das leveduras em base iimida.
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Para o processo de obtengdo do fermentado alcodlico dos licores proveniente do BCS

via hidrdlise 4cida, apds processo de adsorgdo e licor hidrolisado mais adigdo de suco de caju

> ]

foram realizadas as etapas apresentadas no fluxograma da Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Processo de obtengdo do fermentado proveniente dos licores oriundo do BCS via
hidrélise 4cida, apos processo de adsorgdo e licor hidrolisado + suco de caju.

A fermentagdo alcodlica foi conduzida em incubadora Shaker Marconi modelo MA-
420, a temperatura de 32 °C e rotagdo de 150 rpm. Foram utilizados 200 mL de mosto em
cada bioreator em ftriplicata para cada tipo de licor, e ao longo do tempo, foram coletadas
aliquotas de aproximadamente 3 mL, em periodos regulares de 3, 6, 12, 24, 48, 60, 72 e 84 h,

a fim de definir o perfil cinético da fermentagdo alcodlica.

Os produtos resultantes do processo de fermentagdo alcodlica foram analisados quanto
ao pH, agucares (glicose, xilose e arabinose), s6lidos soliveis totais (°Brix), teor de etanol,

acido acético, rendimento do produto (Ypss), e eficiéncia do processo fermentativo (Es).

3.8.1 Rendimento do produto Yp/s

Os valores de rendimento tedrico do produto (etanol), obtido do substrato (glicose ou
glicose + frutose) obtido no processo de fermentacdo acida, foram calculados de acordo com a
Equagdo 3.2.

P~ Py

Yp/s = x100 32
AT , - AT ,
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Sendo:

Py - concentragdo de etanol no tempo final de fermentagdo (mg /L)

Py - concentragéo de etanol no inicio do processo fermentativo (mg /L)

ATy — concentragio de agucares redutores totais, expressa em mg de glicose, no inicio da
fermentagdo (mg /L)

ATy— concentrago de agucares redutores totais, expressa em mg de glicose no tempo final de
fermentagéo (mg /L). Definiu-se como tempo final de fermentagdo- tf o tempo correspondente

a maxima concentra¢do de etanol no caldo fermentado (h).
3.8.2 Eficiéncia do processo fermentativo (Ej)

Os valores de rendimento em produto foram comparados ao rendimento teérico
maximo obtido nas fermentagdes alcoolicas, igual a 51,11% (SCHELL et al., 2007), para se
obter a eficiéncia do processo, conforme Equagio 3.3.

Y /s
E, = —2 x100 33
0,511

3.9 Estimativas da producio de etanol a partir do bagago do pedinculo de caju

Para determinagdo das estimativas da produgdo de etanol a partir do bagaco do
pedinculo de caju, para os trés tipos de licores (tratamentos), utilizados nas fermenta¢des
alcodlicas pela linhagem de levedura que apresentou melhor desempenho de produgdo:
fermentado do licor proveniente da hidrélise 4cida (LH), fermentado do licor apds o processo
de adsorgdo (LHA) e o fermentado do licor proveniente da hidrolise acida com a adigio de
suco de caju (LHS). Foi obtido através de um balango de massa estequiométrico, utilizando a
massa de bagago envolvida no processo, a quantidade de glicose extraida e o teor de etanol
obtido no processo fermentativo, comparande através do rendimento tedérico do produto
(etanol) e da eficiéncia do processo fermentativo. Sendo considerada, a massa molecular

mondmero de celulose igual a 168,16 g/mol e a massa molecular de glicose de 180,16 g/mol.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais da
caracterizagdo fisica, quimica e fisico-quimica do bagago do caju imido (BCU), seco (BCS) e
seco submetido a pré-tratamento acido (BCSA). Em seguida tém-se os seguintes estudos:
Cinéticas de reagdo de pré-hidrélise e hidrolise no reator, estudo da pré-hidrolise acida, estudo
da hidrélise acida, adsorgdo dos inibidores do licor hidrolisado por lignina residual, estudo
cinético da fermentagdo do hidrolisado em trés tratamentos e estimativas da producgdo de

etanol a partir do bagago do pedunculo de caju.
4.1 Caracterizacio do bagaco do caju imido (BCU) e seco (BCS)
4.1.1 Caracterizagiio quimica e fisico-quimica do bagaco do caju imido e seco

Na Tabela 4.1 tem-se os resultados obtidos para umidade, pH, sélidos soliveis totais,

aguicares redutores, celulose, lignina, hemicelulose, extrativos e cinzas do BCU e BCS.

Tabela 4.1 - Caracterizagdo quimica e fisico-quimica do bagaco do caju umido (BCU) e seco
(BCS)a55°C

Parimetros analisados BCU BCS
Umidade (%) 74,10 + 0,70 8,87 + 0,67
pH 5,43 +0,01 6,69 + 0,01
Solidos solaveis totais (°Brix) 11,23+ 0,12 0,0
Acgucares redutores (%) 10,68 + 0,21 0,31 + 0,05

Glicose (%) 3,37+ 0,20 0,11 +0,08

Frutose (%) 31 +0.22 0,20 + 0,02
Acgucares redutores totais (%) 10,95 + 0,21 0,30 + 0,05

Sacarose (%) 0,27 + 0,21 0,0
Acidez total titulavel (% acido citrico) 0,50 + 0,01 0,83 + 0,01
Cinzas (%) 0,31 +0,07 2,86 +0,31
Celulose (%) 6,62 + 0,09 25,60 +1,12
Hemicelulose (%) 3,22+ 0,15 15,10 + 0,89
Lignina total (%) 6,12 + 1,01 23,70+ 1,43
Fibras em detergente neutro — FDN ( %) ND* 64,40 + 1,02
Fibras em detergente acido — FDA (%) ND* 49,30+ 1,02
Extrativos (%) 4,63 + 0,94 18,54 + 1,72

* Ndo Determinado
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.1, observa-se que a andlise de
umidade para o BCU, apresentou valor semelhante ao encontrado por Pinho et al. (2011),
75,74 %, para as amostras de bagaco de caju imido, no estudo do aproveitamento do residuo

do pedinculo de caju (Anacardium occidentale L.) para alimenta¢do humana. Porém, inferior
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a0 encontrado por Mesquita et al. (2003), de 77% no pedinculo de caju integral usando para o

processo de desidratagdo osmotica.

Para o BCS o valor da umidade ficou superior aos reportados por Pinho et al. (2011),
com valor de 6,80% em pediinculo desidratadoe a 60 °C, como subprodutos da industria do
suco de caju, € por Uchda (2007) em andlise de residuo de pedinculo de caju desidratado em

estufa a vacuo a 65 °C que encontrou 6,99% de umidade.

O valor do pH no BCU foi superior ao obtido por Machado (2009) com o valor de
4,25, no estudo da secagem do pediinculo do caju em sistemas convencional e solar por
Souza Filho (1999) que foi de 4,32, verificando o aspecto da avaliagdo fisico-quimica e
aproveitamento industrial de diferentes clones de caju, e por Matias et al.(2005) que foi de
3,31 no uso da fibra de caju para alimentagdo. Para o BCS o valor do pH foi superior ao
verificado por Machado (2009) que foi de 4,06 no pediinculo de caju seco em estufa a 55 °C. ,
essa diferengas pode ser decorrente do grau de maturacdo dos frutos, safra, solos e ou

espécies.

Os solidos solaveis totais encontrados por Guerrero et al. (2008) foi de 16,46 °Brix,
valor este superior ao do BCU utilizado nesta pesquisa, enquanto que Souza Filho (1999) ¢
Branddo et al. (2003) encontraram valores inferiores, ou seja, de 10,6 e 9,8 °Brix,
respectivamente. Porém, préximos aos reportados por Marques et al. (2007) 11,67 °Brix e

Machado et al. (2008a) 11,74 °Brix para o pedinculo de caju in natura.

O valor dos agucares redutores do BCU encontrado neste estudo foi superior aos
obtidos por Branddo et al. (2003) de 8,1% e por Souza Filho (1999) de 9,15% para o
pedunculo de caju in natura, porém proximo ao reportado por Machado et al. (2008b) que foi
de 11,74% e por Marques et al. (2007) 10,17%.

Na anélise de acidez total tituldvel para o pedinculo de caju /n natura, os autores
Branddo et al. (2003), e Ferreira et al. (2004) encontraram, acidez total de 0,47 e 0,50%
respectivamente, valores estes proximo ao desta pesquisa para BCU. Para o BCS o valor foi
inferior ao descrito por Matias et al. (2005) que obtiveram valor de 2,68% para residuo

desidratado a 85 °C em estufa.

Para a andlise de cinzas da amostra BCU, apresentou valor proximo ao reportado por
Pinho et al. (2011), que foi de 0,26%, para o pedinculo de caju in natura, e para o BCS o

valor de cinza encontrado foi superior ao relatado por Lima et al. (2004) que foi de 2,35% e
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ao encontrado por Uchoa (2007) que foi de 1,78% para residuo do pediinculo de caju e caju in

natura, respectivamente.

A amostra BCS apresentou um incremento nos teores de seus componentes, exceto
nos aguicares redutores e nos solidos soltiveis totais em relagdo ao BCU, e tal resultado se
deve a perda de 4gua durante o processo de secagem, tendo como conseqiiéncia a
concentragdo dos nutrientes em BCS. Quanto aos aglicares redutores e sélidos soltveis totais,
0 menor valor observado para BCS em relagdo ao BCU, deve-se a lavagem realizada no
bagaco do caju antes de ser seco. A lavagem promove a lixiviagdo destes componentes para o

meio externo, reduzindo assim seus valores.

Por meio da anilise cromatografica pode-se verificar os agucares presentes e
determinar a porcentagem destes presentes na amostra do BCU. Constatou-se em BCU 10,68
% de agucares redutores (AR), sendo 7,31% de frutose e 3,37% de glicose, além de 0,27% de
sacarose. Estes valores sdo semelhantes ao reportados por Menezes (1995) ao estudar a
fisiologia e tecnologia pos-colheita do pedinculo do caju, que obteve 7,0% de glicose e 3,9%
de frutose, porém em termo de sacarose o valor inferior ao reportado por Lima (2004) que

apresentou valor de 0,48% para 0 mesmo produto.

Na Figura 4.1 encontram-se os aspectos dos residuos dos bagagos do caju umido

(BCU) e seco (BCS), respectivamente.

Figura 4.1 - Residuos do pedinculo do caju tmido (A) e seco (B).

Verifica-se que os valores de celulose, hemicelulose e lignina encontrados para o
bagaco do caju seco (BCS) foram superiores aos encontrados por Torres Neto (2010) ao

estudar a hidrélise acida da palma forrageira seca a 55 °C em estufa de circulagio de ar, onde

, ”gﬂiﬁlgfnf AMMnNa iwm ¥
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foi reportado 20,39% de celulose, 4,77% de lignina e 5,93% de hemicelulose. Em termos de
celulose o bagago do pedinculo de caju (BCS), apresentou valor préximo ao reportado por
Ribeiro (2008) que foi de 26,94% para o residuo do pedunculo do caju seco, que também
verificou em outros residuos agricolas tais como a casca de maracuja e meldo 25,21 e 30,42%

de celulose respectivamente.

Os resultados de celulose, hemicelulose e lignina, expresso em termos de fibras em
detergente neutro (FDN) e fibras em detergente acido (FDA) obtidos neste estudo que foi de
64,4% de FDN e 49,30% de FDA, ficaram baixos em comparagio com o trabalho realizado
com residuo de pedunculo de caju desidratado, por Ferreira et al. (2007), com 72,2% de FDN
e 56,5% de FDA, porém superiores quando comparados com Pinho et al. (2011) no
aproveitamento do residuo do pedunculo de caju (4dnacardium occidentale L.) para
alimentagido humana que foi de 54,07% de FDN e 24,73% de FDA, essa diferengas podem ser

devido as variedades dos frutos, safra, época, tipo de solo e clima.

Foi verificado que o teor de extrativos no BCS, cerca de 18,54%, foi superior ao de
outros materiais lignocelulosicos, tais como bagaco de cana-de-agtcar 9,38% (CANILHA et
al., 2010), cladédios da palma forrageira 7,29% (Prado, 2010), casca de arroz 6,1 %, patha de
trigo 9,8%, (SILVA, 1997) e palha de cana de agicar in natura que foi de 5,9% (SILVA,
2009). No entanto inferior a patha de milho 28,53% (SALAZAR et al., 2005). O elevado teor
de extrativos observado no BCS pode ser associade ao teor de taninos, dleos essenciais,
pectinas, resinas, proteinas, fenélicos e aglicares simples presentes no material. Os extrativos
sdo compostos intermedidrios do metabolismo do vegetal, estes proporcionam reserva
energética e protegdio ao vegetal contra o ataque de microrganismos e insetos, porém tém um

efeito inibitério nos processos de conversdo de biomassa (FENGEL ¢ WEGENER, 1989).
4.1.2 Analise granulométrica do bagaco pediinculo do caju seco

Constam na Figura 4.2 os resultados da distribuicdo granulométrica do bagago do
pedinculo de caju seco (BCS) em estufa de circulag@io de ar, observa-se, de acordo com os
dados apresentados que 92,13% das particulas da massa do bagago possuem tamanho entre 14
€ 35 mesh, o que corresponde a valores de didmetro entre 1,42 ¢ 0,51 mm, e os finos (< 0,125

mm) representam 0,18% da amostra.

Estudos realizados sobre granulometria por Sousa et al. (2010) e Botella et al. (2007),
com residuo seco da casca ¢ albede do maracujd amarelo, para a produgdo de pectinases €

xilanases, foram constatados que 49% das particulas possuem tamanho entre 24 e 35 mesh.
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Santos (2007), estudando a produgdo de pectinases por fermentagdo em estado s6lido
utilizando pedinculo de caju como substrato, com os mesmos equipamentos e procedimentos
deste estudo, observou nos residuos secos que a granulometria apresentava cerca de 70% de
particulas com Tyler de 20-35 o que corresponde a dimensdes entre 0,42- 0,84 mm, os quais

sdo inferiores ao reportado neste trabalho.

" 35,16

35 32,17

30

25 22,34

20

15
2,46 308

- °2 M e 08
14 20 24 35 48

Mhssa Retida (2

65 80 115 Fundo
Malha da peneira (n° Tylen

Figura 4.2 - Analise da distribui¢do granulométrica do bagago de caju.

O propésito da andlise granulométrica € definir que granulometria do bagaco do

pedunculo de caju sera usada nos processos de pré-hidrolise e hidrolise.

Em escala industrial, pré-tratamentos fisicos como moagem e irradiagdo se tornam
inviaveis pelo seu alto custo (SUN; CHENG, 2002). No entanto a moagem permite o aumento
da susceptibilidade da celulose a hidrolise pela redugdo de tamanho das particulas do material
e redugdo do grau de cristalinidade do lignocelulésico (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Para
aumentar o rendimento e a eficiéncia dos processos de hidrolise e fermentagdo alcodlica, e
baixar os custos de produgdo, a escolha de uma granulometria que favorega tais fatores sdo de
grande importancia econdmica, uma vez que quanto menor o tamanho das particulas maior o
custo para serem obtidas (ALVIRA et al., 2010).

Foi o bagago obtido na peneira de malha 48 mesh selecionado para os estudos da pré-
hidrdlise e hidrdlise acida, porque apresentou maior relagdo entre concentragdo de agticares
fermentesciveis (hexoses) e concentragdo de pentoses, as quais sdo consideradas propulso da
inibigdo das leveduras na fermentagdo alcodlica e afetar rendimentos do etanol, devendo
assim ser removidos ou suavizados (LEE et al., 1996; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000). Tal
estudo para verificagdo da influéncia do tamanho da particula na liberagdo dos aglicares

fermentesciveis, nos processos de pré-hidrolise e hidrélise acida, foi obtido em estudos
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preliminares deste trabalho (Efeito da granulometria no processo de hidrélise), apresentado no

apéndice II.
4.1.3 Caracterizac¢io do bagaco do caju apés o pré-tratamento acido

A caracterizagdo do bagago do caju seco obtido apds pré-tratamento acido (BCSA),
visa analisar sua composi¢do com relagdo ao contetido de material extraido no pré-tratamento
acido, e posterior comparagdo com o bagago hidrolisado. A Tabela 4.2 apresenta os valores

encontrados para umidade, pH, solidos soliveis totais, celulose, hemicelulose e lignina total.

Tabela 4.2 - Caracterizagdo fisico-quimica do bagago em base seca, apds o pré-tratamento
acido

Parimetros Bagaco pré-tratado
Umidade (%) 14,51
pH 1,77
Solidos Soluveis totais (° Brix) 0,10
Celulose (%) 52,84
Lignina total (%) 32,21
Hemicelulose (%) 11,30

A composi¢do dos constituintes quimicos do material obtido apés o pré-tratamento
acido demonstra um aumento no teor de celulose de 25,60% para 52,84%, e uma redugdo no
teor de hemicelulose, de 15,10% para 11,30%, que estd associada a retirada de pentoses

(xilose e arabinose) do bagago de caju.

Houve também um aumento no teor da lignina de 23,70 para 32,21%, comportamento
similar aos reportados por Fugita (2010), quando no estudo do desempenho de leveduras que
metabolizam xilose para produgdo de etanol em hidrolisado hemicelulésico de bagago de
cana, nas condigdes de razdo de 1:5, concentragdo de acido 1%, temperatura de 150 °C e
tempo de 30 min., com valores elevando-se de 9,36 para 13,90% e por Christofoletti (2010),
no estudo dos efeitos de etapas de pré-tratamento na hidrolise acida de bagago de cana-de-
agucar com valores aumentando de 21,92 para 23,95%, no caso de fibra pré-hidrolizada. Este
fato pode ser atribuido, considerando-se que essa macromolécula confere resisténcia mecénica

as paredes celulares, quando comparadas com a hemicelulose (RABELO et al., 2008).



Resultados e Discussdo 69

A comparagdo entre a composi¢do quimica, expressa em base seca do bagago do caju
seco obtido ap6s pré-tratamento 4cido, com outros residuos lignocelulésicos agroindustriais

utilizados para a bioconversdo a bioetanol, avaliados na literatura, encontra-se na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Comparagio entre a composigdo quimica do bagago do caju pré-tratado utilizada
neste trabalho com outros residuos lignoceluldsicos pré-tratados descritas na literatura para 4
mesma finalidade

Residuo Lignocelulésico ~ Celulose  Hemicelulose  Lignina Referéncia
(%) (%) (%)

Bagago de caju 52,84 11,30 32,21 Este trabalho

Bagaco da cana-de-agucar 58,64 6,86 22,96 Christofoletti (2010)

Pseudocaule de bananeira 55,80 12,0 27,10 Silva (2009a)

Palha de cana-de-agtcar 51,90 17,0 29,00 Silva (2009b)

Conforme pode ser observado na Tabela 4.3, o bagag¢o do caju comparado aos outros
residuos descritos na literatura é um residuo bastante promissor para bioconversio a produtos
de alto valor agregado. Quando se compara a composi¢do do bagago de caju utilizado neste
trabalho com os descritos na literatura (Tabela 4.3), pode-se observar que a quantidade de
celulose foi semelhante aos demais produtos. Ja para lignina total, observa-se maior variagdo,
verificando-se a maior diferenga de aproximadamente 9%, entre o bagago do presente estudo
e o bagago de cana-de-aglcar. As diferengas entre a quantidade dos componentes dos
materiais lignocelulosicos avaliados estdo associadas a origem dos mesmos, tendo como

consequéncia as diferengas nos constituintes dos materiais.
4.2 Cinéticas de reagiio de pré-hidrolise e hidroélise no reator

As pesquisas anteriores tém empregado freqiientemente reatores de batelada em
investigagdes de cinéticas de hidrdlise acida de materiais lignocelulésicos. Baseado na
cinética de uma simples reagdo em cadeia: celulose — glicose — produtos de degradagdo, os
perfis calculados refletem o fato que o rendimento maximo de aglicar aumenta com a
temperatura para uma dada concentragdo de acido. Portanto, € aceito que uma investigagdo da
formagdo dos produtos obtidos durante o tempo de reagdo de pré-hidrolise e hidrélise no
reator, provendo um meio mais sensivel para estudar a cinética de reagdo do que a taxa de

perda de massa com a liberagdo de agticares na solugdo 4cida (licor) (LIN et al., 1992).
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4.2.1 Cinéticas de reacio de pré-hidroélise no reator

Um estudo cinético foi realizado para determinar os fatores que afetam a velocidade de
rea¢do da pré-hidrolise do bagago do pedinculo de caju. Este material foi pré-hidrolisado em
solugdo aquosa de 4cido sulfirico com diferentes concentragdes, razio sélido-liquido e

temperaturas distintas.

A Figura 4.3 apresenta a cinética da pré-hidrdlise, obtida com uma solugio de 3% de
H,S80,, razdo de massa/acido de 1:10 e temperatura de 105 °C, a qual indica uma elevagdo nos
valores do agticares extraidos até o tempo de 90 minutos e posterior redugio na concentragdo

destes apos este tempo.
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Figura 4.3 — Perfis das concentragdes dos agticares extraidos no processo de pré-hidrélise em
fungdo do tempo, na temperatura de 105 °C.
Observa-se na Figura 4.4 uma tendéncia na elevagdo dos congéneres (inibidores), acido

acético, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, obtidos no processo de pré-hidrélise em
fungdo do tempo, e que este aumento ocorre com maiores velocidades apés os 75 minutos de
rea¢do no reator e que a partir dos 90 minutos observa-se uma redugdo dos agticares (Figura
4.3), mas os congéneres continuaram aumentando, e no tempo de 105 min os compostos acido
acético, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural obtiveram acréscimos de concentragio de
98,84; 52,17 e 15,65% respectivamente, enquanto que os agucares glicose, xilose e arabinose
tiveram uma redugdo de suas concentragdes no licor de 23,77; 17,61 e 18,13%

respectivamente, para o tempo de 90 minutos.

Na Figura 4.4 as concentragdes dos congéneres: acido acético, hidroximetilfurfural
(HMF) e furfural, obtidos no processo de pré-hidrolise em fungdo do tempo, encontram-se

apresentados.
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Figura 4.4 - Perfis das concentragdes dos congéneres: acido acético, hidroximetilfurfural
(HMF) e furfural, extraidos no processo de pré-hidrélise em fun¢do do tempo na temperatura
de 105 °C.

Com base nos valores de aglicares e congéneres extraidos do bagago do pedunculo de
caju definiu-se que o periodo de tempo estabelecido na pré-hidrélise no reator compreendera

entre 75 e 105 minutos, sendo fixado o tempo de 90 minutos, pois apos este tempo ocorre a

redu¢do dos agucares com aumento dos inibidores no licor.

4.2.2 Cinéticas de reac¢io de hidrolise no reator

O estudo cinético foi realizado para determinar a faixa de tempo que melhor representa a
reagdo de hidrélise do bagago do pedinculo de caju para a obtengdo dos agucares
fermentesciveis para produgdo de etanol. Este material foi hidrolisado em solugdo aquosa de

acido sulfirico nas concentragdes, razio solido-liquido, em temperaturas distintas.

Nas Figuras 4.5, 4.6 e 4.7 encontram-se os graficos que relacionam a concentragdo dos
agucares e congéneres obtidos no processo de hidrdlise em fungéo do tempo para uma solugédo
de H,SO4 a 4 %com razdo de massa/acido de 1:10 e temperaturas de 140, 160 e 180 °C,

respectivamente.
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Figura 4.5 — Perfis das concentragdes dos aguicares e congéneres extraidos no processo de
hidrélise a temperatura de 140 °C em fungdo do tempo.

2500 - —e— Glicose
= Xilose
2000 —a— Arabinose A
ﬁ Acido Acetico /
5 1500 —— HMF
= —e Furfural
L
£ 1000 -
=
6 500 - '
0 s ,“—’—‘}‘, .
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 4.6 - Perfis das concentragdes dos aglicares e congéneres extraidos no processo de
hidrolise a temperatura de 160 °C em fung¢do do tempo.
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Figura 4.7 - Perfis das concentragdes dos aguicares e congéneres extraidos no processo de
hidrélise a temperatura de 180 °C em fungdo do tempo.
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Sdo observados nas Figuras 4.5, 4.6 e 4.7, ao longo da cinética de hidrdlise acida, que a
evolugdo dos congéneres (inibidores) e redugdo dos agticares inicia no tempo de 90 + 15 min,
90 £ 15 min, 60 + 15 min, para as temperaturas de 140, 160 e 180 °C, respectivamente. Nota-
se que existe um aumento dos congéneres acido acético, hidroximetilfurfural (HMF) e
furfural, obtidos no processo de hidrélise em fung¢do do tempo, e que este aumento ocorre
com maiores velocidade apds os 60 minutos de reagdo no reator e que a partir de 90 minutos
este aumento torna-se mais acentuado, verifica-se que ocorre redug¢do dos aglcares

principalmente a partir de 90 min.

Encontram-se nas Figuras 4.8, 4.9 e 4.10 a comparac¢do da concentra¢do dos aglicares
glicose, xilose e arabinose obtidos no processo de hidrélise em fungdo do tempo para a
concentragdo da solugdo de H,SO, a 4%, com razdo de massa/acido de 1:10 e temperaturas de

140, 160 e 180 °C, respectivamente.

Analisando as referidas figuras, verifica-se que o aumento da temperatura exerce maior
efeito sobre a extragdo dos agucares xilose, arabinose e glicose respectivamente. Contudo o
tempo mostrou-se um parametro significativo. Neureiter et al. (2002), estudando a hidrélise
acida de bagago de cana, encontraram como parametros significativos a concentragdo do

acido, a temperatura e o tempo.

Pessoa Jr. et al. (1997), estudando também a hidrélise 4cida de hemicelulose a partir do
bagaco de cana como fun¢do da temperatura, tempo de reagdo e concentragdo do éacido
sulfuirico, encontraram como melhor extragdo de 83,3% de xilose em 140 °C por 20 minutos

com 100 mg ac/g ms (relagdo acido / matéria seca de bagago).
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Figura 4.8 - Perfis das concentragdes de glicose extraida no processo de hidrélise em fungdo
do tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180 °C.
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Figura 4.9 - Perfis das concentragdes de xilose extraido no processo de hidrolise fungdo em
do tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180 °C.
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Figura 4.10 - Perfis das concentragdes de arabinose extraido no processo de hidrolise em
fun¢do do tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180 °C.

Nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13 sdo apresentados os perfis que relacionam as
concentragdes dos congéneres: dcido acético, hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, extraidos
no processo de hidrélise em fungdo do tempo para a concentragdo de HSO4 4%, com razio

de massa/acido de 8:1 e temperaturas de 140, 160 e 180 °C, respectivamente.

Observa-se ainda que os congéneres (4cido acético, furfural e hidroximetilfurfural)
aumentam com a elevagido da temperatura e do tempo. Estes compostos por sua vez sido
considerados toxicos a levedura, no processo fermentativo, principalmente em fun¢do de suas
concentragdes no meio (FELIPE et al, 1997; ALVES et al, 1998; SENE et al, 2001;
GURGEL, 2010).
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Figura 4.11 - Concentragdo de dcido Acético extraidos no processo de hidrélise em fungdo do
tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180 °C.
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Figura 4.12 - Concentragdo de hidroximetilfurfural (HMF) extraidos no processo de hidrolise
em funcdo do tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180°C.
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Figura 4.13 - Concentragdo de furfural, extraidos no processo de hidrélise em fungdo do
tempo nas temperaturas de 140, 160 e 180 g &1
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Nota-se maior concentragdo do furfural seguido de hidroximetilfurfural e 4cido acético,
semelhante ao encontrado em hidrolisados de outros residuos como cavacos de eucalipto
(FELIPE et al., 1996), bagago de cana-de-agticar (RODRIGUES et al., 2001) e palha de trigo
(CANILHA et al., 2003). Com base nos valores de agucares e congéneres obtidos do bagago
do pedunculo de caju definiu-se que o periodo de tempo estabelecido na hidrélise no reator
compreendera entre 60 e 75 min, sendo fixado o tempo de 60 min, pois apds este tempo

observa-se a reducdo dos agucares com aumento acentuado dos inibidores no licor.
4.3 Estudo da influéncia das variaveis independentes sobre a pré-hidroélise acida

Neste estudo, utilizou-se a metodologia de planejamento fatorial tendo como objetivo
encontrar as influéncias das varidveis independentes estudadas sobre o processo de pré-

hidrolise acida no tempo de reagdo de 90 min.

Na Tabela 4.8 os resultados obtidos a partir do planejamento experimental 2° do

processo de pré-hidrolise acida encontram-se apresentados.

No experimento 4 da Tabela 4.4, nota-se, que sdo os niveis que maximizam a soma de
xilose e arabinose, apresentando valor de 10655,36 mg/L, entretanto, € perceptivel que
também houve uma parcela significativa de glicose retirada no pré-tratamento, cerca de
1906,09 mg/L. Michel (2007) ao estudar a hidrolise acida da casca de soja, observou obtidos
de 6140 e 5150 mg/L de arabinose e xilose, respectivamente e esses valores sdo proximos aos

obtidos neste estudo.

Os valores obtidos no experimento 13, apresentou a maiores extragdes de arabinose,
este valor é proximo ao reportado por Baracho et al. (2009), cerca de 7848,16 mg/L, ao
estudarem o processo de hidrélise acida utilizando-se da palma forrageira (Opuntia ficus-
indica Mill) nas condigdes de concentragdo de acido sulfurico 5%, temperatura de 120 °C e

razdo massa/acido de 1:8.

Cassales (2010), Canilha et al. (2005) e Canettieri et al. (2002), ao estudarem a
hidrolise acida de casca de soja, palha de trigo e cavacos de eucalipto, respectivamente,
reportam que seus hidrolisados apresentam maiores teores de xilose, com menores de
arabinose. Tal comportamento indica que cada material lignocelulésico se comporta de forma
distinta na extragdo das pentoses, este fato pode ser decorrente dos materiais por possuirem

morfologias diferentes.
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Tabela 4.4 — Matriz de planejamento experimental com as variaveis de entrada e de
saida obtidos no processo de pré-hidrolise do bagago de caju para o tempo de 90 min

Experimento Conc. Razio Temp. Glicose Xilose Arabinose P&Tﬁ;ﬁ
n’ (%) (mv) (°C) (mgl) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 1 8 90 397,16 493,54 329,92 823,46
2 1 8 120 406,37 845,84 406694  4912,78
3 3 8 90 172,89 608,07  4037,86 464593
4 5 8 120 1906,09 4758,5  5896,86 10655,36
5 1 12 90 102,12 108,13 177,44 285,57
6 1 12 120 135,41 666,57 245349  3120,06
7 5 12 90 95,19 343,27  2337,12  2680,39
8 5 12 120 1238,75 2921,51  4000,7 6922,21
9 3 10 80 2,44 92,35 915,6 1007,95
10 3 10 130 1416,95 3466,7  4482,11 794881
11 0 10 105 3,85 36,16 6,68 42,84
12 6 10 105 643,22 1896,75  4379,07  6275,82
13 3 6 105 751,13 1822,09 7741,65  9563,74
14 3 14 105 240,2 707,09  3188,78  3895,87
15 3 10 105 154,9 5715 3970,88 454838
16 3 10 105 129,19 478,25  3694,67 417292
17 3 10 105 160,62 723,58  4266,45  4990,03
18 3 10 105 191,63 752,8 425498  5007,78
19 3 10 105 219,69 950,95  4770,59  5721,54

A analise dos efeitos das varidveis independentes sobre o percentual de pentoses e

glicose, representadas pelo diagrama de Pareto, encontra-se apresentada, respectivamente, nas

Figuras 4.14 e 4.15.
TL
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Figura 4.14 — Diagrama de Paretop’;;.ra os efeitos das varidveis independentes sobre a
pentoses (xilose + arabinose), na pré-hidrélise acida.
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Os resultados constantes na Figura 4.14 indicam, em ordem decrescente, que as
varidveis temperatura linear (T), concentragdo do acido sulfirico linear (C), razio
massa/acido linear (M), concentragdo do acido sulfiirico quadratico (C) e razdo massa/acido
quadratica (M) sdo significativas ao nivel de 95% de confianga. A maior influéncia sobre o
processo foi da varidvel temperatura, indicando que ao se elevar a temperatura de 80 para 130

°C, a quantidade de pentose sera elevada.

Observando o efeito das variaveis independentes sobre a glicose na pré-hidrélise acida

(Figura 4.15), verifica-se que, também, a temperatura foi a varidvel de maior influéncia.

T()
C(L)xT(L)
C (L)

T(Q)

M (L)

M (Q)

C(Q)

M (L) x T (L)
C(L)xM (L)

Figura 4.15 — Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a glicose
na pré-hidrolise acida.

Para as respostas de glicose, xilose, arabinose e a soma de arabinose ¢ xilose, que sdo
as pentoses, o0 modelo de 1* ordem ndo representa com precisdo o comportamento dos dados
experimentais, uma vez que os coeficientes de determinagdo (R?) dos modelos da regressdo
linear foram inferiores a 85,0%, para as respostas glicose, xilose, arabinose e pentoses (xilose

e arabinose).

Com a analise destes resultados um modelo, de regressio ndo linear dos dados
experimentais, de 2* ordem foi utilizado para representar o comportamento dos resultados
experimentais, portanto, os modelos para concentragido (mg/L) de glicose (G) e pentoses (P)
na pré-hidrolise acida do bagago do pedinculo de caju encontram-se apresentados,

respectivamente, nas Equagdes 4.1 e 4.2.

G = 196,75 + 266,47.C + 81,56.C% — 14581.M + 85,66.M” + 389,27.T + 203,05.T" +
354,28.C.T. - 70,69 M.T 4.1

P (A + X)=4894,14 + 4928,92. C — 825,58. C* — 1210,32. M + 441,66. M* +2120,40. T (4.2)
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Os coeficientes apresentados nas regressdes sdo estatisticamente significativos ao
nivel de 95% de confianga e T, C e M, representam a temperatura, concentragdo do acido e

razdo massa seca do bagago/acido, respectivamente.

Os coeficientes de determinagdo (R*) dos modelos da regressdo foram 98,13 e 98,51%
para as respostas glicose e pentoses (xilose e arabinose) respectivamente. Observando-se as
equagdes 4.1 e 4.2, pode-se verificar que, nos dois modelos, a média, concentragdo,
temperatura e razdo apresentaram coeficientes estatisticamente significativos. E que as
interagdes ndo foram estatisticamente significativas nas pentoses, e que na glicose as
interagdes de temperatura com concentracdo de acido e temperatura com razdo massa seca do

bagaco/acido foram estatisticamente significativas.

Como este planejamento fatorial teve a finalidade de verificar a influéncia das
variaveis temperatura, concentragdo de acido e razdo no pré-tratamento do bagago do caju,
buscando maximizar a concentragdo de pentoses no licor tratado (sera estudo de utilizagdo
como matéris-prima na produgdo de xilitol e etanol, usando leveduras, em estudo posterior) e
minima quantidade de glicose, reduzindo desta forma as pentoses e aumentando a glicose no
bagaco residual, para, em etapas posteriores neste trabalho, hidrolisar este sélido para quebra
da celulose em glicose e posterior fermentagdo alcoolica do licor hidrolisado, apenas as

respostas soma de pentoses e glicose foram analisadas estatisticamente para estudo.

Visando avaliar a adequagdo destes modelos aos resultados experimentais obtidos
realizou-se uma analise de varidncia (ANOVA), as quais se encontram apresentadas nas
Tabelas 4.5 e 4.6, para os modelos resposta das pentoses (arabinose + xilose) e glicose, com

intervalo de confianga de 95%.

Tabela 4.5 - ANOVA para as respostas das pentoses (arabinose + xilose) na pré- hidrolise

Fonte de Soma de Grau de Quadrado Teste Fiab Feall R?
Variacido Quadrado __ Liberdade Médio Feale (9.9) Fiap
Regressao 150592183 9 16732465 68,232 3,179 21,463 98,6
Residuo 2207035 9 245226,1
Falta de ajuste 860807 5 172161,5 0,5115 6,256 0,0817
Erro Puro 1346227 4 336556,8
Total 152799217 18

Através dos dados da Tabela 4.5, verifica-se que o modelo é estatisticamente
significativo, ao nivel de 95% de confiang¢a, uma vez que a razdo de Feal/ Fuap € igual a 21,463,

e segundo Rodrigues & Iemma (2009) uma regressdo, mesmo estatisticamente significativa
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conforme teste F, pode ndo ser 1til para realizar previsdes de dados experimentais, por cobrir
uma faixa de variagdo pequena dos fatores estudados. Entdo foi sugerido por Box et al. (1978)
que para que uma regressdo seja preditiva e estatisticamente significativa, o valor de F., deve
ser superior, no minimo, ao valor de Fy, cerca de 4 a 5 vezes. Portanto, conforme analise dos
resultados constantes na Tabela 4.5, verificou-se que a razdo entre Fy e Fup foi 21 vezes
superior e a razdo da falta de ajuste inferior a 1, satisfazendo assim esse critério. Logo, o

modelo de pentoses ¢ significativo e preditivo.

A Tabela 4.6 apresenta a ANOVA da resposta da glicose, com intervalo de confianga
de 95%, e verifica-se através dos dados que o modelo ¢ estatisticamente significativo, pois a
razdo de F../Fup € igual a 17,029. Verifica-se ainda que a falta de ajuste foi significativo,
porém, com base nos valores da razdo F.u/Fup € no valor de R’ pode-se afirmar que ¢é
estatisticamente significativo sem ser preditivo, ou seja, o modelo pode ser utilizado para fins

de estudo de tendéncia.

Tabela 4.6 - ANOVA para as respostas da glicose na pré- hidrodlise

Fonte de Soma de Grau de Quadrado Teste Feab Feal\ R?
Variac¢io Quadrado Liberdade Meédio Featc (99) Fab
Regressdo 5118851 9 568761,2 54,1371 3,179 17,029 98,13
Residuo 94553 9 10505,93
Falta de ajuste 89642 5 17928,45 14,6023 6,256 2,334
Erro Puro 4911 4 1227,783
Total 5213405 18

A Figura 4.16 apresenta a superficie de resposta da influéncia da razdo e da
concentragdo sobre as pentoses (arabinose e xilose) no licor pré-hidrolisado fixando-se a

temperatura em 120 °C.

Observando-se a Figura 4.16, pode-se verificar que o maior valor das pentoses fica
em, 12000 mg/L, operando-se o pré-tratamento na temperatura no nivel +1 (120 °C) e razéo
no nivel menor (-1), 1:8, com concentragdo de 4cido de 5%, confirmando o maior valor
observado na Tabela 4.4 (Experimento 4), que sdo os niveis que maximizam a soma de xilose

e arabinose, apresentando valor de 10655,36 mg/L.

Por esses motivos ¢ mais vidvel o experimento 13, que houve uma obtitengdo de
9563,74 mg/L de pentoses e apenas 751,13 mg/L de glicose, tal experimento realizado com as

seguintes condigdes: temperatura de 105 °C, concentragdo de acido igual a 3% e razdo de 1:6.
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Figura 4.16 - Influéncia da razdo e da concentracdo (%) sobre as pentoses (arabinose e
xilose) em mg/L, no licor pré-hidrolisado fixando-se a temperatura no nivel superior.

O bagago resultante desse pré-tratamento foi analisado para comparagdo com o BCS.
A Tabela 4.7 apresenta os valores encontrados para celulose, hemicelulose, lignina total e
cinzas, com seus respectivos percentuais de elevagdo da concentragdo (C) e seus valores

percentuais de reducéo (R).

Tabela 4.7 - Caracterizagdo fisico-quimica dos componentes majoritarios do bagago apos o
pré-tratamento acido

Pariametros Bagaco pré-tratado % C e %R
Celulose (%) 52,84 101 C
Lignina (%) 32,21 35C
Hemicelulose (%) 11,30 25R
Cinzas (%) 4,37 65,44 C

A composi¢do dos constituintes quimicos do material obtido ap6s pré-tratamento de
separa¢do de hemicelulose demonstra um aumento no teor de celulose, o teor partiu de 25,6%
(Tabela 4.1) para 52,84%, esse aumento pode estar associado a remogdo de hemicelulose
durante o pré-tratamento. Também houve aumento na lignina total, partiu de 23,7% para

32,21%. Entendendo-se que uma estrutura amorfa seja mais susceptivel a impregnagio de
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reagentes ou mesmo ser mais facilmente disposto ao ataque no meio reacional, o
pré-hidrdlise em meio aquoso apresentou maior seletividade na remogfo das hemice,.
(amorfas) da biomassa comparado a celulose altamente cristalina (FENGEL ¢ WEGENER,
1989).

O processo de pré-hidrélise apresentou redugdo de 25,16% para a fragdo
hemicelulosica. Porém, conforme ja citado por Fugita (2010), a complexa estrutura do vegetal
apresentando interfaces entre constituintes, como lignina-hemicelulose e celulose-
hemicelulose levam a remogdo, em menores teores, de constituintes interligados na ordem de
20 e 5%, respectivamente. Desta forma, a pré-hidrélise nas condigdes empregadas remove
preferencialmente as hemiceluloses da biomassa do bagago de caju, contudo, verifica-se que
neste pré-tratamento, pode ser associado a um outro processo para a remocio da lignina, antes

do processo de hidrolise, para aumentar a eficiéncia na fermentagio alcodlica.
4,4 Estudo da influéncia das variaveis independentes sobre a hidrélise acida

Foi realizado um planejamento fatorial 2%, com trés repetigdes no ponto central, com o
objetivo de identificar os fatores que influenciam nas concentragbes finais dos agicares
(glicose, xilose e arabinose), furaldeidos (furfural e HMF) e acido acético, obtidas apds a
hidrdlise acida. Desse modo, foram analisados os licores resultantes do tratamento quanto a

composicdo de agicares, furaldeidos e acido acético.

No experimento 6 da Tabela 4.8, nota-se, que sdo os niveis que maximizam a obtengio
de glicose na hidrélise, apresentando valor de 6406,24 mg/L, entretanto, ¢ perceptivel que
também houve uma parcela significativa de xilose obtida no tratamento, cerca de 4916 mg L
! No entanto este tratamento no apresentou extragdo de arabinose e acido acético, porém
ocorreu obten¢do de HMF e furfural cerca de 433 e 142 mg/L, respectivamente, destes

congéneres, supostos inibidores no processo fermentativo.

Canettieri et al. (2004), Canilha et al. (2010), Cassales (2010), ao estudarem a
hidrélise 4cida de matéria lignocelulosica de cavacos de eucalipto, palha de trigo ¢ casca de
soja, respectivamente, reportam que seus hidrolisados apresentam maiores teores de xilose,
com menores de arabinose. Tal comportamento € semelhante ao material lignoceluldsico em
estudo. Isso pode ser explicado pelo fato que na obtencdo ocorrida na pre-hidrolise as

pentoses em sua maioria foram a arabinose, portanto na hidrélise pela propria morfologia
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remanescente prevaleceria o teor de xilose, a qual foi liberada no processo seguinte, a

hidrélise, ou seja, a pentose arabinose ¢ mais susceptivel ao pré-tratamento acido que a xilose.

Na Tabela 4.8 os resultados obtidos a partir do planejamento experimental do processo

de hidrolise acida encontram-se apresentados.

Tabela 4.8 — Matriz de planejamento experimental com as variaveis de entrada e de saida
obtidos no processo de hidrélise do bagago de caju

Exp Acido Razio Temp. Glicose Xilose Arabinose HMF  Furfural Ac. Acético
(%) (%) (mAy) (C) (mglL) (mgh) (mgL) (mg/L) (mgl) (mg/L)

1 2 1:6 160 1200,13 5240,36 0 14,7 25,7 501
2 6 1:6 160 1309,01 3096,04 0 42,84 106,09 162
3 2 1:10 160 1053,03 4468,77 0 14,88 28,2 9,59
- 6 1:10 160 14343 4313,52 0 41,52 142,04 10,51
5 2 1:6 200 1334,04 956,25 0 662,44 280,36 149
6 6 1:6 200 6406,24 4916,29 0 433,11 142,95 0
7 2 1:10 200 1052,74 77,95 91,39 432,67 238,34 44
8 6 1:10 200 3963,65 1126,03 0 261,34 131,87 51
9 4 1:8 180 2515,86 467195 0 189,21 406,58 44
10 4 1:8 180 2246,61 5026,63 0 130,54 301,77 41
11 - 1:8 180 2373,75 4667,79 0 137,14 360,88 50

Comparando os resultados deste trabalho com materiais lignocelulésicos estudados
por outros autores, verificou-se que em um dos estudos realizados sobre hidrolisado de casca
de arroz, Saha et al. (2008), obtiveram rendimentos de 29 e 40 mg de glicose/g de casca de
arroz, empregando processos de hidrolise acida diluida de casca de arroz com relagio
sélido/liquido (15% m/v) e tempo diferente da utilizada neste trabalho, que foi de 15 minutos,
concentra¢do acido sulfirico de 1,0% (v/v) em 140 e 160 °C respectivamente. Quanto a
liberagdo de xilose, neste trabalho, o tratamento 1 sendo 160 °C e H2SO4 2,0% e razdo de 1:6
foi o mais eficiente na liberagdo desta pentose. Nos processos de hidrélise acida diluida, a
fragio hemiceluldsica € mais facilmente despolimerizada em temperaturas mais baixas do que
as empregadas em processos de liberagdo da fragdo celulésica (KARIMI et al, 2006;
TAHERZADEH e KARIMI, 2007). A utilizagdo de temperaturas mais brandas durante a
hidrolise 4cida diluida impede a degradagdo dos monossacarideos (glicose e xilose),
melhorando o rendimento da hidrélise e também evitando os problemas associados com a
inibi¢do da fermentagdo dos agucares a etanol (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

| HECCIRIRT INTRA L 1D )
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Apesar de algumas condigdes de hidrolise ser considerada severa, a concentragiio de
dcido acético ndo ultrapassou 500 mg/L, sendo que para a maioria dos microrganismos 3000
mg/L. € considerado toxico (HELLE et al, 2003). Os inibidores mais importantes sdo os
acidos fracos, compostos fendlicos e furanos, como o furfural e hidroximetilfurfural (HMF),
sendo estes dois ultimos compostos formados pela desidratagdo das pentoses e hexoses,
respectivamente (TAHERZADEH, 2000). Estes compostos podem ser gerados por altas
concentragdes de acido, ou altas temperaturas de hidrdlise. Este fendmeno pode ser observado
na Tabela 4.8, nos tratamentos em que foram utilizados maiores temperaturas no
planejamento experimental, ocorreu as maiores produgdes de HMF. Como consequéncia deste
efeito foi possivel verificar ainda nestes tratamentos que houve uma queda na concentragéo de
glicose ¢ xilose devido a decomposigdo destes aglicares em seus respectivos inibidores, exceto

no experimento 06, que se apresenta como melhor na obtengio de glicose.

Considerando apenas a maxima liberagdio dos agiicares (glicose), o tratamento 6 com
temperatura de 200 °C, H,80; a 6,0% e razdo de 1:6 (60 min de reagdo), mostrou-se bastante

eficiente dentre os demais tratamentos avaliados.

Todavia, o hidrolisado oriundo deste tratamento apresentou apenas 15,17% de
eficiéncia entre teor de glicose obtido e maxima quantidade de glicose que poderia ser obtida
do bagago de caju em estudo. Este valor foi obtido considerando a extragdo média de glicose
para bagago seco de caju de 166,67 g /L de licor, e que 25,60% celulose (Tabela 4.1) desta
massa sera utilizada para produzir glicose 42,66 g de celulose/l. de licor. Segundo Rossel
(2006b) e Cortez (2010) em um processo de hidrélise em termos de insumos e rendimento na
sacarificagdo o maximo de conversdo de celulose para glicose € de 90%, no entanto devido &
natureza sequencial da reagdo, o rendimento de glicose € limitado. Na prética, o rendimento
maximo alcan¢avel ndo excede 50-60% quando a reagdo € feita em batelada (ABASAEED,
1987). Com isso a massa passa a assumir 38,40 g de celulose/L de licor. Convertendo toda
esta massa em glicose tem-se 42,66 g de glicose/L de licor, pois estequiometricamente tem-se

para 1 g de glicose/0,9 g de celulose.

Assim, a produgdo média de glicose para baga¢o do pedinculo de caju de residuo
seco, nos processos de pré-hidrolise e hidrolise, podem ser extraidos no maximo
aproximadamente 42,66 g de glicose por litro de licor, na razdo 1:6, ou seja, 0,2559 g de
glicose/g de bagago. Somando-se os valores de glicose obtidos na pré-hidrélise e hidrolise

tem-se 7,157 g/L. Calculando a razdo do valor obtido pelos processos em fungio do valor
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teoricamente encontrado tem-se 0,1677 g/g de celulose supostamente hidrolisada, ou seja,

16,77% de eficiéncia total do processo de pré-hidrolise.

O rendimento de glicose obtido neste trabalho ¢ menor quando comparado com os
valores reportados por Canettieri et al. (2004), Canilha et al. (2010) e Cassales (2010},
contudo superiores aos valores reportados por Christofoletti (2010), no estudo do hidrolise
acida de bagaco de cana-de-aglicar nas condi¢@es reacionais: 200 °C, reagdo de 30 min
empregando acido sulfurico 0,07%; que foi de 5,39%, por Canettieri (2004), no estudo de
cinético da hidrolise acida dos residuos florestais de eucalipto, nas condigdes 160 °C , acido
sulfurrico a 0,5% reagdo de 40 min na razdo 1:6, que fo1 de 1,6142g/L ¢ por Hickert (2010), no
estudo da hidrolise na casca de arroz, obtendo a liberagdo de 23 e 19 mg/L., onde empregaram
temperatura e concentragdo de acido de 150 °C e 3 mmol Ha8Q0, /g SS; e 129 °C ¢ 4,4 mmol
H.80, /g S8, respectivamente, em 40 minutos, com 38 mg/g de bagagco. Porém como as
condigdes em estudo por todos os autores citados ndo sdo igvais, quando comparada com este
trabalho, e que cada biomassa tem sua propria estrutura distinta (ROSSELL, 2006a), os dados

apresentados sevem como pardmetros comparativos de obtengio de glicose nos processos.

Preconizando a aplicagdo da hidrélise acida diluida em escala industrial, para que esse
hidrolisado oriundo do experimento 6 possa ser utilizado em processos biotecnologicos
(fermentagéo), pode-se utilizar uma etapa de destoxificagdo, porém um processo que evite o
tal passo seria desejavel para reduzir custos e a complexidade do processo de producdo de
etanol (VON SIVERS et al., 1994). Sendo assim, uma alternativa interessante seria empregar
um processo de hidrolise 4cida diluida, cujo hidrolisado apresente a combinagdo da maior
concentra¢do de agucares com a minima concentragdo de compostos toxicos. Neste contexto a
condicido 200 °C, H,SO, a 6%e razio 1:6, mostrou-se mais adequada, com uma eficiéncia de
liberagdo de agtcares, e apenas 0,576 g/l de inibidores, concentragdo essa facilmente

suportada pelas leveduras (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000).

A analise dos efeitos das varidveis independentes sobre a concentragio de glicose,
xilose, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético, representadas pelo diagrama de

Pareto, encontram-se apresentadas, respectivamente, nas Figuras 4.17, 4.18, € 4.19.

Os resultados da Figura 4.17 indicam, em ordem decrescente, que as varidveis
concentragio do acido sulfurico (1), temperatura (3), interagdo concentragio do 4cido
sulfurico e temperatura (1 x 3), razdio massa/dcido (2) e a interagfo razdo massa/acido e

temperatura (2 x 3) foram significativas ao nivel de 95% de confianga.
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Figura 4.17 — Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a glicose,
na hidrélise acida do bagago de caju.

O efeito positivo na variavel concentragdo indica que ao se elevar a concentragdo de
2% para 6%, aumenta-se a resposta, da mesma forma foi observado para a temperatura.
Porém ao se elevar a razio massa/acido de 1:6 para 1:10 nas condig¢des de 6% de acido e
temperatura de 200 °C, a concentragdo de glicose sera reduzida. Estes comportamento para
esses efeitos sdo reportados por vérios autores, como: Rossel (2006b), Mielenz (2009),
Walker (2010), Cortez (2010), no estudo de material lignocelulésico como bagago de cana,

palha de cana, cavacos de madeira e residuos agroindustriais, para a produgdo de bioetanol.

Observando o efeito das varidveis independentes sobre a xilose na hidrolise acida
(Figura 4.18), verifica-se que a temperatura foi a varidvel de maior influéncia, mas com efeito
negativo. Da mesma forma foi observado para a razdo. A concentragdo do acido apresentou

efeito positivo, mas € a varidvel de menor influéncia.
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1x3
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Figura 4.18 — Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a xilose,
na hidrolise acida do bagaco de caju.
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Observando o efeito das varidveis independentes sobre os inibidores furfural (A),
hidroximetilfurfural - HMF (B) e acido acético (C) na hidrolise acida (Figura 4.19), verifica-
se que a temperatura foi a varidvel de maior influéncia na quantidade de hidroximetilfurfural
~HMF (B) obtida. Para a resposta furfural, ndo houve efeitos significativos, ao nivel de 95%
de confianga. A varidvel de maior influéncia na quantidade de acida acético (C) foi a razio

massa/acido, mas as demais variaveis também possuem efeitos significativos.

A hidrélise de celulose convencional baseada em acido diluido tem o inconveniente
dos acgucares serem decompostos a furfural e hidroximetilfurfural e estes também
decompdem-se em acidos férmico, levulinico e acéticops sob condigdes severas suficientes
para promover a hidrélise de celulose, ou seja, alta temperatura e baixo pH (CHANG et al.,
2006).

(3)Temperatura
1x3
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23
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2
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{1)Concentragéo
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Acido Acstico
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p=,05
Figura 4.19 — Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a furfural
(A), hidroximetilfurfural - HMF (B) e 4cido acético (C) na hidrélise dcida do bagago de caju.
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Com a analise dos resultados de furfural (A), hidroximetilfurfural — HMF (B) e acido
acético (C) na hidrélise acida do bagago de caju, verifica-se que os mesmos ndo¢ apresentam
um comportamento ordenado, ou seja, ndo nota-se uma tendéncia de comportamento em
relagdo a variagdo de temperatura, razio massa/acido e concentragio de acido em sua

formacéo.

Considerando que o objetivo do planejamento experimental é obter uma condigdo
otimizada da hidrdlise na extragio dos agucares para posterior fermentagiio do licor, os
resultados reportados do comportamento dos dados experimentais, sdo para as respostas de
agucares glicose ¢ xilose. Em baixas temperaturas a formacfo dos dissacarideos € favorecida
em detrimento a desidrata¢io de glicose 8 HMF. Como a energia de ativagio para a formacéio
de 1,6-anidroglicose € superior a energia de ativagdo para a formagido de HMF, Gurgel (2010),
sugere fortemente que o caminho para a formagdo do HMF nao passa pelo intermediario 1,6-
anidroglicose e sim por uma isomeriza¢do da glicose a frutose seguida de desidratagdes
consecutivas para formar o HMF como proposto por Conner et al. (1986) e Xiang et al.
(2004).

Com a analise destes resultados um modelo de 1 ordem foi utilizado para representar
o comportamento dos dados experimentais, portanto, os modelos para concentragdes (mg/L)
de glicose ¢ xilose na hidrélise acida do bagago do pedunculo de caju encontram-se

apresentados nas Equacgdes 4.3 e 4.4

As Equagdes 4.3 e 4.4 apresentam os modelos da regressido dos dados experimentais
do planejamento 23, tendo 3 pontos centrais 11 experimentos, para as respostas de glicose (G)

e xilose (X).
G =2262.669 + 1059,158.C - 343,213.M + 970,025.T - 236,112.C.M + 936,620.C.T - 337,760.M.T (4.3)

X =3505,60 + 338,57C - 527,83.M -125527. T+ 913,46.C.T - 639,31.M.T (4.4)

Os coeficientes apresentados nas regressdes sio estatisticamente significativos ao
nivel de 95% de confianga e T, C ¢ M, representam temperatura, concentragdo do acido e

razio massa seca do bagago/acido, respectivamente.

Os coeficientes de determinagdo (R%) dos modelos da regressdo foram 96,87 e 72,31%
para as respostas glicose e xilose respectivamente. Observando-se que as equagdes 4.3 e 4.4,
pode-se verificar que, em todos os modelos, a média, concentragdo, temperatura e razio

apresentaram coeficientes estatisticamente significativos. Por outro lado as interagdes também
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foram estatisticamente significativas na glicose e xilose, sendo apenas a interagdo

concentragdo e razdo ndo significativa na xilose.

O planejamento fatorial teve a finalidade de verificar a influéncia das varidveis
temperatura, concentragdo de acido e razdo no hidrolisado do bagago do caju, buscando
maximizar a concentragdo de glicose no licor tratado e minima quantidade de pentoses,
furfural, hidroximetilfurfural -HMF e acido acético, reduzindo desta forma estas substancias

ditas inibidoras da fermentagdo no licor.

Visando avaliar a adequagdo destes modelos aos resultados experimentais obtidos
realizou-se uma analise de varidncia (ANOVA), as quais se encontram apresentadas nas
Tabelas 4.9 e 4.10, para os modelos resposta da glicose e xilose, e com intervalo de confianga
de 95%.

Através dos dados da Tabela 4.9, verifica-se que o modelo ¢ estatisticamente

significativo, ao nivel de 95% de confianga, pois a razio Fc./Fab € maior que 1.

Tabela 4.9 - ANOVA para as respostas da glicose na hidrélise

Fonte de Soma de Graude Quadrado  Teste Fiab Feal

2
Variagio  Quadrado Liberdade Médio  Feye o3  Fap
Regressdo 25821168 6 4303528 20,68484 6,16 3,3579 96,87
Residuo 832209 4 208052,3
Falta de ajuste 795924 2 397962  21,93535 19,00 11,1544
Erro Puro 36285 2 18142,5
Total 26653377

A Tabela 4.10 apresenta a ANOVA da resposta da xilose, com intervalo de confianga
de 95%. Verifica-se que o modelo ndo € estatisticamente significativo, ao nivel de 95% de

confianga, pois a razdo de F y/Fab € igual a 0,28.

Tabela 4.10 - ANOVA para as respostas da xilose na hidrolise

Fonte de Soma de Graude Quadrado Teste Fiab Feal\

2
Variacio Quadrado Liberdade Médio Fealc 9.9) Feap -

Regressido 25803003 6 4300500 1,7411 6,16 02826 72,31

Residuo 9879520 4 2469880

Falta de ajuste 9794660 2 4897330 11542 19,00 6,0747

Erro Puro 84860 2 42430,23

Total 35682523
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A Figura 4.20 apresenta a superficie de resposta da influéncia da temperatura e
concentragdo sobre a glicose no licor hidrolisado fixando-se a razdo massa/dcido no nivel
inferior (1:6).

Glicose

Hl 7000
Hl 6000
Bl 5000
[ 4000
@l 3000
El 2000
Il 1000

Figura 4.20 - Influéncia da temperatura (°C) e concentragdo (%) sobre a glicose no licor
hidrolisado fixando-se a razio massa/acido no nivel inferior (1:6).

Pode-se verificar que o maior valor da glicose foi 6406 mg/L, operando-se o
tratamento 6 na temperatura no nivel +1 (200 °C) e razdo no nivel menor (-1), 1:6, com
concentragdo de acido de 6%, confirmando o maior valor observado na Tabela 4.11
(experimento 6), que sdo os niveis que maximizam a obtenc¢do de glicose na hidrolise, por
esses motivos ¢ mais vidvel para ser utilizado como licor a ser desenvolvido para posterior

uso no estudo de adsorg¢do (destoxificagdo) e da fermentagéo.

O bagago resultante desse tratamento foi analisado para comparagdo com o BCS. A
Tabela 4.11 apresenta os valores encontrados para celulose, hemicelulose, lignina e cinzas,
com seus respectivos percentuais de elevagdo da concentragio (C) ou seus valores percentuais
de redugdo (R) .

Tabela 4.11 - Caracterizagdo fisico-quimica dos componentes majoritario do bagago apds a
hidrolise 4cida para o experimento 6, que apresentou os niveis que maximizam a extragdo de
glicose

Pariametros Bagaco pos hidrolise % C e %R
Celulose (%) 6,72 87,28 R
Lignina (%) 82,21 165,5C
Hemicelulose (%) 0,34 96,99 R

Cinzas (%) 8,34 90,84 C




Resultados e Discussio 91

A composigdo dos constituintes quimicos do material obtido apds hidrolise demonstra
um redug@o no teor de celulose, o teor partiu de 52,84% (Tabela 4.7) para 6,72%. Essa
reducdo esta associada a remogdo dos aglicares durante o tratamento. Para a lignina houve
aumento, partiu de 32,21 para 82,21%, entendendo-se que na hidrolise ocorreu eficiéncia de
quebra da celulose em aproximadamente 87%, porém sua seletividade na formagdo de apenas

glicose foi baixa como ja citado.

Desta forma, a hidrélise nas condi¢gdes empregadas, promove, preferencialmente, a
formagdo de glicose da biomassa do bagago de caju no licor hidrolisado. Contudo verifica-se
que pode ser adicionado outro processo para a remog¢do dos congéneres furfural,
hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético (destoxificagdo do licor), antes do processo de
fermentagdo, para verificar o aumento da eficiéncia na fermentagdo alcodlica do licor em

estudo.

4.5. Aplicacdo do processo de adsor¢iio dos inibidores do licor hidrolisado do

bagaco do pedinculo de caju (destoxificacio)

Neste estudo objetivou-se avaliar a atuagdo da lignina residual proveniente da
hidrolise acida utilizada no experimento 6 da sessdo anterior, como adsorvente, no intuito de
definir por meio de um planejamento experimental a maxima remogdo de compostos toxicos
(furfural, hidroximetilfurfural e acido acético) no licor hidrolisado do bagago do pedunculo do

caju, para posterior uso do licor tratado para fermentagdo dos agucares, na produgdo de etanol.

A escolha deste adsorvente foi resultado de testes preliminares com outros materiais,
tais como: vermiculita, betonita, cal e zedlita — USY em estudo reportado por Lima et al.
(2011a) no estudo de adsorg¢do dos inibidores do licor pré-hidrolisado do bagago de pedinculo
de caju, Apéndice 1, por proporcionar a remogdo dos inibidores furfural ¢ HMF do licor

hidrolisado com mais eficiéncia.

Na Figura 4.21 encontra-se o aspecto do adsorvente empregado no processo de

destoxificagdo.

Comparando a cor dos licores antes e apds a destoxificagdo, verifica-se que ocorreu
uma varia¢do na cor, caracterizando mudanga na composi¢do do material, que podera ser
proveniente da remogdo de componentes do licor, onde a anélise cromatografica indicou se
ocorreu ou ndo a redugdo dos agucares e congéneres em estudos, uma vez que, tais

componentes influenciam no processo posterior de fermentagao.
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Figura 4.21 - Aspecto do adsorvente empregado no processo de destoxificagdo.

Na Figura 4.22 a variagdo da cor dos licores antes e apds o processo de destoxificagdo

encontra-se apresentados.

B Licor A B ™ Licor B

Figura 4.22 - Licor hidrolisado antes (A) e apds (B) o processo de destoxificagdo.

Na Tabela 4.12 encontram-se apresentados os resultados obtidos na hidrélise do
bagago de caju proveniente do experimento 06 e que sera utilizado como licor padrdo para o
estudo de adsor¢do, uma vez que este licor resultou em melhor extragao de glicose do BCS, e
consequentemente podera obter um maior rendimento de alcool etilico no processo

fermentativo.

Tabela 4.12 - Caracterizagdo fisico-quimica do licor hidrolisado por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, para os agucares e inibidores da fermentagdo, licor padrdo para o
estudo de adsorgdo

Amostra  Glicose  Xilose Arabinose =~ HMF  Furfural  Acido acético

(mgl)  (mg/L)  (mgL) (mgL) (mgl)  (mgl)
0

1 5815,01 4398,12 447,11 153,27 0,98
2 6552,16 5077,77 0 443,04 150,04 0,82
3 6406,24 4916,29 0 433,1 142,95 0,76
MEDIA  6257,80 4797,39 0,00 441,08 148,75 0,85
DESVIO 103,18 114,18 0,00 7,03 5,01 0,04

CvV 1,65 2,38 0,00 1,59 3.37 4,97
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Na Tabela 4.13 encontra-se apresentada a matriz de planejamento fatorial 2° com 3
pontos centrais e 6 axiais, totalizando 17, onde estdo expressos os valores dos niveis
descodificados dos fatores estudados nos experimentos, aplicado a um delineamento
composto central rotacional (DCCR), com os resultados obtidos das concentragdes de glicose,

xilose, arabinose, HMF, furfural e acido acético, apos a destoxificagdo com a lignina residual.

Tabela. 4.13 - Concentragdo (mg/L) de aglicares e compostos toxicos no licor hidrolisado de
bagago do pedinculo de caju em fungdo do processo de adsorgdo com lignina residual

Exp. ll,\;lgzlsis:a Tempo Glicose  Xilose HMF  Furfural Acido acético
reS(itgi)ual e (min) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 0,25 4 20 5658 4516 422 123 0,501
2 0,65 4 20 5686 4656 434 127 0,462
3 0,25 10 20 2085 1754 23 15 0,021
4 0,65 10 20 2058 1784 19 21 0,022
5 0,25 4 60 5085 4218 334 134 0,349
6 0,65 4 60 5530 4545 298 120 0,327
) 0,25 10 60 2830 1686 12 9 0,024
8 0,65 10 60 2050 1696 19 12 0,015
9 0,45 7 40 4736 3633 33 20 0,078
10 0,45 7 40 4821 3552 29 24 0,089
11 0,45 i 40 4746 3542 23,63 0,54 0,081
12 0,11 T 40 5095 4676 276 139 0,054
13 0,79 ’ 40 5543 3628 235 122 0,057
14 0,45 1,92 40 5432 4706 394 135 0,495
15 0,45 12,05 40 1382 995 3,67 1.55 0,003
16 0,45 7 6,36 4831 4323 59 25 0,072
17 0,45 7§ 73,64 4756 4432 88 28 0,088

Verifica-se que todos os experimentos resultaram na redug@o dos valores dos agucares
e congéneres do licor hidrolisado. Observa-se ainda que o experimento 04 apresentou a maior
reducdo dos inibidores, com cerca de 96% para cada congéneres, enquanto para a redugio de
glicose foi a 3* maior redugdo de 67,11%, o que torna tal experimento invidvel. No entanto o
experimento 10 reduziu apenas 22,96% em relagdo a glicose e cerca de 90% nos inibidores, o
que dentre estes pode ser uma alternativa viavel para o processo de adsorgdo, uma vez que ¢
um produto alternativo de baixo custo além de ser um residuo do processo de hidrélise e

encontra-se dentro da faixa de adsorgdo dos agicares quando comparado com outros estudos.
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A redugdo média dos agticares apds o tratamento de adsor¢do foi inferior ao valor obtido por
Carvalho et al. (2005) ao estudarem a avaliagdo do carvdo ativo e resinas de troca idnica na

purificag@o do hidrolisado do bagago da cana.

Ja Pivetta (2008) estudando a comparagdo de metodologias de destoxificagdo do
hidrolisado do bagago de cana para a produgdo de xilitol por via fermentativa, encontrou

redugdes em xilose de até 30,75% em agticares e 94,16% em compostos fendlicos.

Na Tabela 4.14 encontram-se apresentada a matriz de planejamento com os valores
dos niveis descodificados dos fatores estudados nos experimentos, com os resultados obtidos
em porcentagem de redugdo da glicose, xilose, arabinose, HMF, furfural e acido acético,

utilizando-se do adsorvente lignina residual, no licor em estudo.

Tabela. 4.14 - Porcentagem de redugdo de agticares e compostos toxicos no licor hidrolisado
de bagaco do pedinculo de caju em fungdo do processo de adsorgido com lignina residual

Exp. Ii[;s::a Tempo Glicose  Xilose HMF  Furfural Acido Acético
residual P (min) (%) (%) (%) (%) (%)
(2)
1 0,25 R 20 9,58 5,87 4,33 17,31 41,29
2 0,65 4 20 9,14 2,95 1,61 14,62 45,84
3 0,25 10 20 66,68 63,44 94,79 83,87 97,54
- 0,65 10 20 67,11 62,81 95,69 99,64 97,42
5 0,25 - 60 18,74 12,08 24,28 9,92 59,09
6 0,65 4 60 11,63 5,26 32,44 19,33 61,66
7 0,25 10 60 54,78 64,86 97,28 93,95 97,19
8 0,65 10 60 67,24 64,65 95,69 86,55 98,24
9 0,45 7 40 2432 24,27 92,52 91,93 90,86
10 0,45 7 40 22,96 25,96 93,43 89,92 89,57
11 0,45 7 40 24,16 26,17 94,64 85,88 90,56
12 0,11 7 40 18,58 293 37,43 6,55 93,67
13 0,79 7 40 11,42 2438 46,72 17,98 93,35
14 0,45 1,92 40 13,20 1,91 10,67 9,24 41,97
15 0,45 12,05 40 77,92 79,26 99,17 98,96 99,64
16 0,45 7 6,36 22,80 9,89 86,62 83,19 91,56
17 0,45 7 73,64 24,00 7,62 80,05 81,18 89,68




Resultados e Discussdo 95

A analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a concentragdo de glicose e
xilose representada pelo diagrama de Pareto, encontra-se apresentada, respectivamente, nas
Figuras 4.23 e 4.24. Os resultados constantes na Figura 4.23 indicam, em ordem decrescente,
que as variaveis pH (2) linear, pH (2) quadratica, interagdo linear pH e tempo, interagio razio
pH, tempo (3) quadratica e razdo (1) quadratica, sdo significativas ao nivel de 95% de
confianga. O efeito negativo na variavel pH indica que ao se elevar de 4% para 10%, a
redugdo na resposta sera reduzida, da mesma forma foi observado para a resposta de xilose,

Figura 4.24.

Glicose

(2)pH(L)
(o]
2baL
1Ll

Tempo(Q) }

Razio(Q)
1bLxa3L B
(1)Razio(L) .
{3)Tempo(l) F L.

Efeito estimado para o teor de glicose

Figura 4.23 — Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a glicose,
na hidrdlise acida do bagago de caju.
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Figura 4.24 — Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a xilose,
na hidrolise 4cida do bagago de caju.

A analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a concentragdo de glicose e

xilose representada pelo diagrama de Pareto, encontra-se apresentada na Figuras 4.24, que

1RO RIRTINTRCAIRC ]
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indicam, em ordem decrescente, que as variaveis pH (2) linear, pH (2) quadratica, tempo (3)
quadratica e razdo (1) linear e razdo (1) quadrética, que sdo significativas ao nivel de 95% de
confianga. O efeito negativo na varidvel pH indica que ao se elevar de 4% para 10%, a

reducdo na resposta sera reduzida.

Observando os efeitos das varidveis independentes sobre a concentragio de
hidroximetilfurfural (HMF), furfural e acido acético, representadas pelos gréficos de Pareto,

encontram-se apresentadas, respectivamente, nas Figuras 4.25, 4.26, e 4.27.

HMF

EpHL B RO v | 118.965

Razdo(@) | ~ |sa.01867

pHIQ) st s s R fe e 544 52243

2lxaL b
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(1)Razao(L)

1Lx3L

el R g

Efeito estimado para o teor de HMF

Figura 4.25 — Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre
hidroximetilfurfural -HMF no estudo da adsor¢do do licor hidrolisado do bagago de caju.

Os resultados apresentados na Figura 4.25 indicam, em ordem decrescente, que as
variaveis pH (2) linear, razdo (1) quadratica, pH quadratica, interagdo linear pH tempo (2 x 3),

tempo (3) quadratica, tempo linear e razdo linear, foram significativas ao nivel de 95% de

confianga.
Furfural
(2pHL) bt T
Razao(Q) f
pHQ) F
Tempo@) b .ji‘sszeeos
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fel b | s3s24e5

-128368

(3Tempo(L) f =
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Efeito estimado para o teor de Furtfural

Figura 4.26 — Diagrama de Pareto para os efeitos das variédveis independentes sobre a furfural
no estudo da adsorgdo do licor hidrolisado do bagago de caju.
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O efeito negativo na varidvel pH indica que ao se elevar de 4 para 10%, a redugio na
resposta ¢ verificada, da mesma forma foi observado para a resposta de furfural e acido
acético Figuras 4.26 e 4.27, respectivamente.

Na Figura 4.26 analisando os efeitos das variaveis independentes sobre a concentragio
de hidroximetilfurfural (HMF), furfural e acido acético, representadas pelos graficos de
Pareto, nota-se que as variaveis pH (2) linear, razdo (1) quadratica e pH quadratica, foram as

que apresentaram efeito significativo ao nivel de 95% de confianga.

Acido Acetico
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Efeito estimado para o teor de Acido Acetico

Figura 4.27 — Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre acido
acético no estudo da adsorgdo do licor hidrolisado do bagago de caju.

Analisando os efeitos das varidveis independentes sobre a concentragdo de
hidroximetilfurfural (HMF), furfural e acido acético, representadas pelos graficos de Pareto,
apresentadas na Figura 4.27. Os resultados indicam, em ordem decrescente, que as variaveis
pH (2) linear, pH quadratica, interagdo linear pH tempo (2 x 3), tempo linear (3), tempo
quadratica e razdo (1) quadratica, sdo significativas ao nivel de 95% de confianga. O efeito
negativo na variavel pH indica que ao se elevar de 4 para 10%, a redugdo na resposta €
verificada, da mesma forma foi observado para a resposta de furfural e 4cido acético Figuras

4.26 e 4.27, respectivamente.

Percebe-se que o pH € a varidvel independente de maior influéncia no processo de
adsorcdo para todas as respostas estudadas neste trabalho. Tal tendéncia também foi reportada
por Marton et al. (2003) e Carvalho et al. (2005) na avaliagdo preliminar do tratamento do
hidrolisado hemicelulésico de eucalipto e avaliagdo de carvdes ativos e das condigdes de
adsor¢do no tratamento do hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana empregando

planejamento de experimental, respectivamente.
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Com a analise destes resultados um modelo de 2° ordem foi utilizado para representar
o comportamento da regressdo ndo linear dos dados experimentais, portanto, os modelos para
concentragdes (mg/L) de glicose no estudo de adsor¢éo do licor proveniente da hidr6lise 4acida

do bagago do pedinculo de caju encontram-se apresentados nas Equacdes 4.5, 4.6, 4,7 ¢ 4.8.

As Equagdes 4.5, 4.6, 4,7 e 4.8 apresentam os modelos da regressio dos dados
experimentais para as respostas de glicose (G), hidroximetilfurfural (HMF), furfural (F) e

acido acético (A. Ac).

G = 4802,51 + 60,03.R(Q) — 1446,05.pH(L) — 614,95.pH(Q) — 127,03.T(Q) — 160,0.R(L).pH(L) +

183,25.pH(L).T(L) (4.5)
HMF = 28,09 + 6,58.R(L) + 8,16.R(Q) — 152,11.pH(L) + 62,05.pH(Q) — 13,63.T(L) + 18,63.T(Q) +

26,62.pH(L).T(L) (4.6)
F = 108,46.R(Q) — 68,82.pH(L) + 16,97.pH(Q) (4.7)

A. Ac=0,0780 + 0,0084.R(Q) — 0,1739.pH(L) + 0,0764.pH(Q) — 0,0177.T(Q) + 0,0353.pH(L).T(L)
(4.8)

Os coeficientes apresentados nas regressdes sdo estatisticamente significativos ao
nivel de 95% de confianga e R, pH e t, representam a razdo de lignina no licor (g/mL), pH e
tempo de permanéncia da lignina no licor, respectivamente.

Visando avaliar a adequagdo destes modelos aos resultados experimentais obtidos
realizou-se uma analise de varidncia (ANOVA), a qual se encontra apresentadas na Tabela

4.15, para o modelo resposta da glicose, com nivel de confianga de 95%.

Tabela 4.15 - ANOVA para a resposta da glicose no estudo de adsorgdo no licor hidrolisado

Fonte de Soma de Graude Quadrado  Teste Feap Feal\ R
Variag¢io Quadrado Liberdade Médio Feale 99) Fiap
Regressao 33676872 9 3741875 12,6981 3,68 345 94,22
Residuo 2062757 7 294679,6
Falta de ajuste 2058440 5 411688,1 190,743 19,30 9,883
Erro Puro 4317 2 2158,333
Total 35739629 16

Através dos dados da Tabela 4.15, verifica-se que o modelo € estatisticamente

significativo, ao nivel de 95% de confianga, pois a razdo de Fc./Ft € igual a 3,45.
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Verifica-se através dos dados da Tabela 4.16 que o modelo é estatisticamente

significativo, ao nivel de 95% de confianga, para a resposta da HMF no estudo de adsor¢io no

licor hidrolisado, pois a razio de F o/Fup € igual a 5,00.

Tabela 4.16 - ANOVA para a resposta da HMF no estudo de adsorg¢do no licor hidrolisado

Fonte de Soma de Graude  Quadrado Teste Fiab Feal R?
Variacido Quadrado Liberdade Médio ) (9.9) Fuap
Regressdo 446384 9 49598,25 18,4314 3,68 5,00 95,95
Residuo 18837 7 2690,954

Falta de ajuste 18792 5 3758,493 170,024 19,30 8,809

Erro Puro 44 2 22,10563

Total 465221 16

Analisando-se os dados da Tabela 4.17, verifica-se que o modelo ¢ estatisticamente
significativo, ao nivel de 95% de confianga, para a resposta furfural, pois a razdo de Fea/Fab €
igual a 7,40.

Tabela 4.17 - ANOVA para a resposta da Furfural no estudo de adosr¢do no licor hidrélisado

Fonte de Soma de Graude  Quadrado Teste Fiap Feall

2
Variacio Quadrado Liberdade Médio Feaie (9.9) Fiab -
Regressdo 53641 9 5960,163 27,2468 368 740 97,22
Residuo 1531 7 218,7469

Falta de ajuste 1216 5 243,2414 1,54428 19,30 0,080

Erro Puro 315 2 157,5105

Total 55173 16

Verifica-se ainda que a falta de ajuste nio foi significativo, e o valor de suas razdes
Fea/Fiap € 0,08, sendo o valor de R? 97,22, pode-se afirmar que este modelo ¢ preditivo, ou
seja, 0 modelo pode ser utilizado para fins de estudo de previsdes de comportamento na

adsorgdo de furfural pela lignina residual.

Tabela 4.18 - ANOVA para a resposta da Acido Acético no estudo de adsorgdo no licor
hidrolisado

Fonte de Soma de Graus de  Quadrado Teste Fiap Feal\ R?
Variacio Quadrado Liberdade Médio F"L 9.9) Fiap
Regressio 0,5010 9 0,055667 10,3920 3,68 2,82 93,03
Residuo 0,0375 7 0,005357

Falta de ajuste 0,0374 5 0,007486 225,278 19,30 11,672

Erro Puro 0,0001 2 3,32E-05

Total 0,5385 16
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Observando-se os dados da Tabela 4.18, nota-se que o modelo € estatisticamente
significativo, ao nivel de 95% de confianga, para a resposta acido acético no estudo de
adsor¢do no licor hidrolisado, pois a razdo de Fea/Fup € igual a 2,82, mas apresenta falta de

ajuste, pois o valor de sua razdo F.,/Fup € 11,67.

Nas Figuras 4.28, 4.29 e 4.30 estdo apresentadas as superficie de resposta da
influéncia do pH e tempo sobre a adsor¢do da glicose, HMF e furfural no licor hidrolisado

fixando-se a razdo massa de lignina/licor no nivel inferior (0,25 g/100 mL de licor).

Observando-se a Figura 4.28, pode-se verificar que a regido de maior adsorg¢do da
glicose esta em pH 12, confirmando o maior valor observado na Tabela 4.14 (experimento
15), que sdo os niveis que maximizam a adsor¢do de glicose na lignina residual. Por esse
motivo ndo ¢ viavel utilizar este valor de pH. O melhor valor para reduzir a adsorg¢do de

glicose no licor hidrolisado € operar em pH 4.

Glicose

B sooo
B 4000
1 2000
N o

Figura 4.28 - Influéncias do pH e tempo (min) sobre a adsorgdo da glicose (mg/L) no licor
hidrolisado fixando-se a razdo massa de lignina/licor no nivel inferior.

Analisando as Figuras 4.29 e 4.30 pode-se verificar que a maior adsor¢do do HMF e
furfural em média encontra-se em pH 12 confirmando também o maior valor observado na
Tabela 4.14 (experimento 15), que sdo os niveis que maximizam a adsor¢do desses
congéneres pela lignina residual, por esses motivos seria vidvel utilizar esses pardmetros para
adsor¢do dos inibidores da fermentagdo do licor a ser desenvolvido para posterior uso no
estudo de adsor¢dio e da fermentagdo. No entanto como ha também uma alta adsorgio de

glicose, ndo consolida-se tais pardmetros como ideais.
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Figura 4.29 - Influéncias do pH e tempo (min) sobre a adsor¢do do HMF (mg/L) no licor
hidrolisado fixando-se a razdo massa de lignina/licor no nivel inferior.

Furfural

Figura 4.30 - Influéncias do pH e tempo (min) sobre a adsor¢do do furfural (mg/L) no licor
hidrolisado fixando-se a razdo massa de lignina/licor no nivel inferior.

De maneira geral, a lignina residual apresentou um grande poder de adsorgdo dos
inibidores estudados, mostrando que a modificagdo estrutural ocorrida no processo de
elevagdo do pH melhora o desempenho adsorvente da lignina na remogdo de tais compostos,
tornado um processo eficiente, principalmente quando foi utilizada lignina residual em pH na
faixa de 7, pois nesta faixa concomitantemente possui a maior remogdo dos inibidores com

uma reduzida adsor¢do dos aglicares, o que ¢ o objetivo deste estudo, regido apresentada na
Figura 4.31.
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Figura 4.31 - Regido de melhor relevancia do pH e tempo sobre a adsor¢do da glicose, HMF
e furfural no licor hidrolisado fixando-se a razdo massa de lignina/licor no nivel inferior que
possui a maior remogdo dos inibidores com a menor adsorgdo dos agucares.

O experimento 10 com pH 7, concentragio de 0,45 g/100mL de licor no tempo de 40
minutos, apresenta-se como o mais viavel para uso de adsorg¢do em licores para posterior
fermentagdo (produgdo de etanol), uma vez que ocorreu uma redugdo de aproximadamente

91% para os inibidores da fermentagdo e cerca de 22% para o agticar fermentescivel (glicose).

4.6 Estudo cinético da fermentaciio dos hidrolisados

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados dos processos fermentativos conduzidos
em bioreatores conforme descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Seis condig¢des foram
ensaiadas do licor hidrolisado: processo LH-C utilizando licor hidrolisado com adigdo de
levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann) empregada no processo de
panificagdo, sendo a concentragdo celular baseada na massa Umida sem cultivo de
manutengdo; processo LH-I utilizando licor hidrolisado com adi¢do de levedura Industrial
Saccharomyces cerevisiae FT858 (industria GIASA) empregada no processo de fermentagdo
para produgdo de alcool etilico combustivel, sendo a concentragdo celular baseada na massa
umida sem cultivo de manutengdo; processo LHA-C utilizando licor hidrolisado apds
processo de adsor¢do com lignina residual com adi¢@o de levedura comercial; processo LHA-
I utilizando licor hidrolisado apds processo de adsorgdo com lignina residual com adigéo de

levedura Industrial; processo LHS-C utilizando licor hidrolisado mais adigdo de suco de caju
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com adi¢do de levedura comercial e processo LHS-I utilizando Licor Hidrolisado mais adigdo
de suco de caju com adigdo de levedura Industrial. A finalidade desses tratamentos diferentes
visou analisar a influéncia do hidrolisado no processo fermentativo, principalmente
relacionado ao efeito dos inibidores nas leveduras e no processo de adsor¢do na eficiéncia da

produgio de bioetanol.

Na Tabela 4.19 encontram-se apresentados os resultados obtidos na hidrélise do
bagago de caju proveniente do experimento 6 (200 °C, razio 1:6 e concentragdo de acido de
6%) e que foi utilizado como licor padrio para as fermentagdes em estudo, uma vez que este
licor resultou em melhor extra¢do de glicose do BCS, e provavelmente podera obter um maior

rendimento de alcool etilico no processo fermentativo.

Tabela 4.19 - Caracterizagdo fisico-quimica do licor hidrolisado, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, para os aglcares e inibidores da fermentagdo (concentragdes expressas em

mg/L)

Amostra Glicose Xilose  Arabinose HMF Furfural  Acido acético
(mgl)  (mgl)  (mgl) (mgl) (mgl) _ (mglL)

1 5993.21 4483.65 0 457,87 148,78 34,29

2 6353,16 4998,43 0 453,32 140,76 38,03

3 6346,24 5016,91 0 423,45 147,82 33,24

MEDIA 6230,87 4833,00 0,00 444,88 145,79 35,19
Desvio 4,89 13,07 0,00 21,12 4,99 3,39
CvV 0,08 0,27 0,00 4,75 3,42 9,63

Pela Tabela 4.19, verifica-se que a repetigdo (triplicada) apresentou boa
reprodutibilidade dos dados, sendo a concentragdo da glicose no licor hidrolisado de 53,8%

do total de compostos analisados.

Os inibidores da fermentagdo (HMF, furfural e acido acético) apresentam
concentragdes no licor hidrolisado abaixo da concentragdo minima que € toxica ao
microrganismo na fermentagdo, ou seja, de acordo com a literatura (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000, SANCHEZ e BAUTISTA, 1988), concentragdes inferiores de furfural,
HMF e acido acético no licor abaixo de 1 g/L, 1,5 g/L e 3 g/L, respectivamente, ndo sdo
ofensivos ao microrganismo na fermentagio alcodlica. Mas, os autores (LARSSON et al.,
1999, FELIPE et al., 1995) afirmam que mesmo em concentragdes baixas dos inibidores, ¢é
recomendado a detoxificagdo do licor antes do processo fermentativo, pois ha efeitos

sinérgicos dos inibidores que podem inibir a fermentagio alcodlica.
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4.6.1 Cinética de consumo dos acticares e de producio de etanol

A cinética de consumo dos agticares e de produgdio de etanol, por S. cerevisiae
comercial e S. cerevisiae industrial, para as trés composi¢des de licores (tratamento), estio

apresentados nas Figuras 4.32, 4.33 e 4.34.

Observando a Tabela 4.20, pode-se perceber que o pH praticamente manteve-se
constante ao longo do processo fermentativo com seu valor de 4,48+ 0,05; no entanto os
solidos soluveis totais (°Brix) reduziu de 3,5 para 2,4 em média para os licores sem a adigdo
do suco de caju, e com a adigdo do suco os tratamentos reduziram o °Brix de 6,7 a 3,1,

conforme apresentados na Tabela 4.20

Tabela 4.20 — Resultados dos valores de pH e s6lidos soltveis totais (°Brix), dos trés licores
para as duas linhagens de levedura durante o processo fermentativo

Tratamento LH-C LH-I LHA-C LHA-I LHS-C LHS-I

tempo (h) pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix
0 450 34 451 35 453 29 450 3,0 445 65 452 6,7
3 448 32 453 32 452 28 447 29 447 63 453 6,6
6 449 32 450 32 451 27 448 28 448 6,1 449 6,6
12 452 3,1 449 32 452 26 449 27 449 57 447 65

18 451 3,0 452 32 453 26 450 2,77 447 52 449 6,1
24 444 30 450 3,1 449 25 452 2,7 448 48 447 58
36 450 29 447 30 447 24 451 26 449 44 448 5.6
48 451 29 448 30 450 24 444 26 444 38 453 53
60 446 28 449 3 451 24 443 25 443 33 450 5
72 449 2,7 450 28 448 24 446 25 446 32 449 48
84 450 - 447 - 4,49 - 449 - 448 3,1 451 34

Analisando as Figuras 4.32, 433 e 4.34, pode-se perceber que as leveduras S.
cerevisiae comercial (A), levedura S. cerevisiae industrial (B) foram capazes de manter um
nivel relativamente constante de atividade de fermentagdo durante todo o curso do
experimento.

Observa-se ainda que para os dois tipos de leveduras, a linhagem de S. cerevisiae
comercial apresentou eficiéncia fermentativa superior em qualquer dos processos
fermentativos estudados, quando comparada com linhagem de S. cerevisiae industrial. Esse
fato pode ser decorrente do grau de viabilidade de cada cepa, como também da quantidade de
células inoculadas, uma vez que a quantidade utilizada se fez por meio de massa imida e ndo

de massa seca, implicando que a umidade da linhagem de S. cerevisiae comercial apresenta-se
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com 58,05%, enquanto que linhagem de S. cerevisiae industrial apresentou 72,62% de
umidade.

—+—Giicose LH- |
= Etanol LH-|

Dees o o—= = —=

0 0 20 30 40 5 60 70 80
Tempo (h)

Tempo (h)

Figura 4.32. Cinética de consumo de glicose e produgdo de etanol no licor hidrolisado com
adigdo de levedura S. cerevisiae comercial (A), levedura S. cerevisiae industrial (B).

Segundo Steckelberg et al. (2003), a viabilidade da levedura €, sem davida, um
aspecto importante no controle da fermentagdo alcodlica. Quanto maior esse nimero, melhor
sera o desempenho do processo. Outros autores como Pavlak et al. (2011), Souza et al. (2005)
e Urbano et al. (2007) estudando a linhagem S. cerevisiae comercial observaram que estas
apresentaram maior eficiéncia no processo fermentativo quando comparadas com outras
linhagens. Valores de eficiéncia inferiores, foram encontrados por Loss et al. (2006) ao

estudarem a influéncia de trés linhagens comerciais de S. cerevisiae na produgdo de

aguardente de milho maltado.

00 - Al ——

Tempo (h)

Tempo (h)

Figura 4.33. Cinética de consumo de glicose e produgdo de etanol no licor hidrolisado apos
processo de adsorgdo com lignina residual com adi¢do de levedura S. cerevisiae comercial
(A), levedura S. cerevisiae industrial (B).
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Baseando-se em todos os resultados obtidos para consumo de substrato (glicose) e
formagdo de produto (etanol) em mg/L, em fungdo do tempo de fermentagdo para cada
amostra analisada, pode-se observar que todas apresentaram comportamentos semelhantes.
Desta forma pode-se dizer que, em todos os casos avaliados, a formagdo do produto esta
associada a decomposi¢do do substrato. Segundo Schmidell et al. (2001) esta configuragio
apresenta o caso em que o produto formado (metabdlito primario) esta diretamente ligado as
reagdes do catabolismo ou decomposi¢do do substrato.

Verifica-se que as leveduras levaram em torno de 12 h para iniciarem a produgéo de
alcool, exceto as leveduras do tratamento do licor hidrolisado apds processo de adsorgdo com
lignina residual com adigdo de levedura S. cerevisiae comercial (A) e licor hidrolisado com
adi¢do de levedura S. cerevisiae industrial (B), que levaram 3 e 24 h, respectivamente, para
adaptacdo ao meio. Torres Neto et al. (2006) estudando a elaboragdo de fermentado de caju,
observaram em seus estudos uma fase de adaptagdo do microrganismo ao meio, em torno de
10 horas de fermentagdo; no entanto, Bortolini et al. (2001) estudando a fermentagdo alcodlica
do kiwi, também utilizando-se de levedura S. cerevisiae, observaram a adaptagdo celular

entre 12 e 36 horas de fermentagdo.

50000 A 50000 - B

—+—Glicose + futose LHS-1
+—Etandl LHS -1

Tempo (h)

Figura 4.34. Cinética de consumo de glicose + frutose e produgdo de etanol no licor
hidrolisado mais adi¢do de suco de caju com inoculagdo de levedura S. cerevisiae comercial
(A), levedura S. cerevisiae Industrial (B).

Conforme mostrado nas Figuras 4.32, 4.33 e 4.34, pode-se verificar que a quantidade
de etanol produzido foi de 1789, 359, 1821, 833, 22235 e 7983 mg/L, respectivamente para
licor hidrolisado com adi¢io de levedura S. cerevisiae comercial (LH-C), levedura S.
cerevisiae industrial (LH-I); licor hidrolisado apés processo de adsor¢do com lignina residual
com adigdo de levedura S. cerevisiae comercial (LHA-C), levedura S. cerevisiae industrial
(LH-T) e licor hidrolisado mais adi¢do de suco de caju com adigdo de levedura S. cerevisiae

comercial (LHS-C), levedura S. cerevisiae industrial (LHS-I).
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Quando comparado os hidrolisados com e sem o processo de adsor¢do com lignina
residual tem-se que a fermentagdo com o processo de adsor¢io apresenta o tempo de
fermentagido reduzido de 72 para 48 h, desta forma melhorando a fermentabilidade do
processo, no entanto vale ressaltar que a adsorgdo além de reduzir as concentragdes de
intbidores da fermentacdo (furfural, hidroximetilfurfural e acido acético) também adsorve
(reduz) quantidade de aguicares, nos licores em estudo. A adsor¢do reduziu em cerca de 25% o
teor de glicose, conforme apresentados na Figura 4.33, influenciando assim no rendimento da

produgdo de etanol no processo como um todo.

Os produtos provenientes da degradacdo dos agucares durante a hidrolise acida séo
furfural e hidroximetilfurfural (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000). As
fermentagdes realizadas na presenga de furfural, hidroximetilfurfural e acido acético (licores
sem tratamentos de adsor¢do) demonstraram que os referidos compostos inibem o
crescimento celular em concentragdes abaixo de 1,0, 1,5 e 3,0 g/L.. respectivamente
(SANCHEZ ¢ BAUTISTA, 1988, FELIPE et al., 1995). Segundo Larsson et al. (1999), o
acido formico, que ¢ o produto proveniente da degradagdo do furfural e do
hidroximetilfurfural sob temperaturas elevadas, possui um maior potencial inibidor sobre a

atividade fermentativa de Saccharomyces cerevisiae que o acido acético e o levulinico.

Pode-se perceber que tais inibidores estio presentes nos licores, porém com
concentracbes baixas (444,88, 148,79, 35,19 mg/L. de furfural, HMF e acido acético
respectivamente) o que pode ter retardado o tempo para a produgdo de dlcool etilico pelas
leveduras no licores, principalmente a levedura S. cerevisiae industrial que estava adaptada a
outras condi¢cdes de meios fermentativos {alta concentrago de glicose e baixas concentragdes

de compostos inibidores).
4.6.2 FEficiéncia fermentativa

A partir da concentragdo inicial de glicose nas amostras dos licores no momento do
inéculo da levedura, foi calculada a porcentagem de conversdo (rendimento) destes agucares
no processo fermentativo. Observou-se a cinética de consumo de glicose e produgdo de etanol

até que todos aguicares fermentesciveis fossem consumidos pelas leveduras S. cerevisiae.

As Figuras 4.35, 4.36 e 4.37 apresentam os perfis do rendimento fermentativo em
funcio do tempo dos ensaios realizados nos trés licores para as duas linhagens de leveduras

em estudo.
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Figura 4.35- Rendimento de etanol em fun¢do do tempo de fermentagdo no Licor Hidrolisado
com adi¢do de levedura S. cerevisiae comercial ( ——), levedura S. cerevisiae Industrial

().

Através destes dados observa-se que os licores que estdo com inéculo leveduras S.
cerevisiae comercial apresentam um maior intervalo de rendimento em relagio as leveduras S.
cerevisiae Industrial, e que este intervalo comega ap6s 12 h e segue até o final da
fermentagdo, exceto para o licor que foi decorrente do processo de adsorgdo, onde o intervalo

de rendimento ocorreu entre 6 a 36 h de fermentagdo (Figura 4.36).

Para os licores que foram inoculados com leveduras S. cerevisiae industrial, seus
rendimentos ocorreram nos intervalos de 24 a 48 h no licor hidrolisado (LH-I), Figura 4.35,
entre 6 a 36 horas no licor hidrolisado apés processo de adsor¢do com lignina residual (LHA-

I), Figura 4.36 e entre 18 a 48 h no licor hidrolisado mais adigdo de suco de caju (LHS-I),

Figura 4.37. e BN

—— Hidénda LHA -1
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Figura 4.36- Renuimenwo ae eanol em 1ungao ao wempo ae rermentagao no vicor Hidrolisado

apds processo de adsorgdo com lignina residual com adi¢do de levedura S. cerevisiae
comercial (=e=), levedura S. cerevisiae Industrial (==).

Analisando os resultados, tem-se que o periodo de rendimento maximo da

fermentagdo ocorreu no licor hidrolisado mais adigdo de suco de caju com adigdo de levedura
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S. cerevisiae comercial (LHS-C), no intervalo de fermentagdo entre 36 a 48 horas, que foi de
50,70% (Figura 4.37).

—@—Eficiéncia LHS -C
—e—Efidéncia LHA -1
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Figura 4.37- Rendimento de etanol em fun¢do do tempo de fermentag¢do no Licor Hidrolisado
mais adi¢do de suco de caju com adi¢do de levedura S. cerevisiae comercial (—#), levedura
S. cerevisiae Industrial (—e—).

Na Tabela 4.21 encontram-se apresentados os resultados dos rendimentos e eficiéncia
da fermentagdo dos trés tratamentos nos licores para as duas linhagens de leveduras em

estudo, obtidos na hidrolise do bagago de caju.

Tabela 4.21 — Resultada em percentual dos rendimentos e eficiéncia da fermentagdo dos trés
tratamentos nos licores para as duas linhagens de levedura no processo fermentativo

Licores LH-C LH-I LHA-C LHA-I LHS-C LHS-I

Rendimento
todiico (Ts) % 28,31 5,87 28,82 13,19 43,12 18,57

Eficiéncia % 55,40 11,49 56,40 25,82 84,38 36,33

Observa-se que o licor hidrolisado mais adi¢do de suco de caju com adigdo de
levedura S. cerevisiae comercial (LHS-C) apresentou o maior rendimento e eficiéncia no
processo de fermentagdo para os licores em estudo, com o rendimento tedrico de 43,12%
(maximo 51,1%) e eficiéncia de 84,38%, enquanto que o licor hidrolisado com adigdo de
levedura S. cerevisiae industrial (LHS-I) apresentou o menor rendimento e eficiéncia com
5,87 e 11,49% respectivamente.

Comparando os tratamentos estudados, observa-se que sempre com adigio de levedura
comercial, as eficiéncias foram superiores aos processos utilizando-se levedura industrial.
Esse fato pode ser supostamente explicado em fungdo da caracteristica da levedura Industrial
ser bastante eficiente em substratos com concentragdes de aglicares acima de 150 g/L. Em
baixas concentragdes de glicose pode estar ocorrendo a respiragdo, pois este metabolismo

apenas é possivel na presenga de oxigénio e em baixa concentragdo de aglcar, pois em
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anaerobiose ou em altas concentragdes de agucar e aerobiose, a levedura preferencialmente
fermenta (efeito cabtree).

Assim, em futuros trabalhos deve-se estudar o tratamento de concentragdo do licor
hidrolisado in natura (10 vezes- passar de 6 para 60 g/L) mais adigdo de suco de caju, para

facilitar a metabolizagdo da levedura Industrial.

Serdo apresentados dois cenarios no tratamento por adsor¢do do licor hidrolisado antes
da fermentagdo alcodlica. Para o primeiro cendrio na Tabela 4.22 estdo apresentados os
resultados comparativos dos rendimentos e eficiéncias da fermentagdo do licor hidrolisado
apos processo de adsor¢do com lignina residual (LHA), com adi¢do dos dois tipos de
leveduras S. cerevisiae comercial e industrial, considerando para efeito de calculo a
quantidade de glicose apos a destoxificagdo, analisando com e sem a redugdo da glicose por
meio da adsorgdo pelas leveduras.

Tabela 4.22 — Comparativo percentual dos rendimentos e eficiéncia da fermentagdo dos
licores hidrolisados com e sem redugdo da glicose por meio da adsor¢éo pelas leveduras

Licores LHA-C sem LHA-Ccom LHA-Isem LHA-I com
Rendimento (%) 40,06 28,82 17,57 13,19
Eficiéncia (%) 78,40 56,40 34,39 25,82

Nota-se que a eficiéncia diminuiu 22% (passando de 78,40 para 56,40%) para o licor
hidrolisado apés processo de adsorgdo com lignina residual com adigdo de levedura S.
cerevisiae comercial e para o licor hidrolisado apds processo de adsorgdo com lignina residual
com adigdo de levedura S. cerevisiae industrial houve uma diminui¢do na eficiéncia de
percentual de 8,57% (passou de 34,39 para 25,82%), considerando as perdas de glicose

adsorvida no processo de tratamento de destoxificagdo.

A Tabela 4.23 apresenta os resultados para o segundo cendrio, ou seja, quando se
compara as eficiéncias das fermentagdes pelo tratamento de destoxificagdo, considerando a

mesma concentragdo inicial de glicose do licor hidrolisado apés tratamento por adsorgdo.

Tabela 4.23 — Resultados em percentual dos rendimentos e das eficiéncias das fermentagdes
dos licores para as duas linhagens de levedura no processo sem destoxificagdo (licor
hidrolisado in natura) e com tratamento de adsor¢do (destoxificagdo)

Licores LH-C LH-I LHA-C LHA-I

Rendimento teorico - Ypss (%) 28.31 5,87 28.82 13,19
Eficiéncia (%) 55,40 11,49 56,40 25,82
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Observa-se, em geral, que ha aumento das eficiéncias quando se usa o licor
hidrolisado tratado (destoxificagdo), ou seja, para a levedura comercial, h4 um ligeiro
aumento de 55,40 para 56,40% (1% de diferenga) e quando se usa a levedura Industrial ha um
maior aumento (de 11,49 para 25,82%), 14,33% de diferenga. Isso mostra que o processo de

adsor¢do faz com que o licor aumente a fermentabilidade no processo de fermentagio

alcoodlica.

Analisando os resultados de rendimento e eficiéncia em bioetanol da fermentagdo dos
licores em estudo em comparagdo a outros residuos, pode-se verificar que ambos sdo
promissores, principalmente para licor hidrolisado mais adigdo de suco de caju com adigdo de
levedura S. cerevisiae comercial (LHS-C) cujos valores se aproximam daqueles obtidos com

o caldo da cana-de-agucar. A Tabela 4.24 apresenta essas comparagdes.

Tabela 4.24 — Valores de rendimento tedrico em bioetanol, obtidos em fermentagdes com
diferentes tipos de substratos

Fonte de carbono Yp/s Referéncia

Bagago de caju 0,43  Este trabalho, para o (LHS-C)
cana-de-agticar 0,43 Ribeiro e Horii (1999)

bagago de maga 0,44 Nogueira et al. (2005)

farelo de trigo 0,38 Palmarola-Adrados et al. (2005)
cavacos de madeira 0,40  Sassner et al. (2006)

farelo de mandioca 0,39 Ferreira et al. (2006)

mel 0,41 Ilha et al. (2008)

cascas de banana 0,34 Schulz (2010)

Observando-se a Tabela 4.24, nota-se que o rendimento tedrico deste trabalho é,

semelhante aos da literatura para outros materiais lignocelulésicos.

Segundo Lima et al. (2001) valores de eficiéncia em torno de 90%, ou seja, de que Yp/s
0,46 sdo considerados 6timos para processos industriais. Segundo o mesmo autor, estudos
sobre eficiéncias fermentativas de processos com substratos agucarados, demonstraram que o
fator de conversdo variou entre 0,43 a 0,47. Considerando que os ensaios, utilizando o
hidrolisado, licor hidrolisado com adi¢do de suco de caju com levedura S. cerevisiae
comercial (LHS-C) apresentou o maior rendimento entre os tratamentos estudados (0,43),

pode-se afirmar que foi uma boa eficiéncia.
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4.7 Estimativas da producfio de etanol a partir do bagaco do pediinculo de caju

O processo de produgdo deste combustivel a partir dos aglicares soluveis é considerado
combustivel de primeira geragdo (sem ataque da parede celular). Somando-se a isso, apds a
remogdo dos agticares soluveis fermentesciveis, ainda sobra uma biomassa solida, que através
dos processos (pré-hidroélise e hidrdlise) podem ser convertidas em etanol de segunda geragio.
Com os dados da quantidade de glicose e eficiéncia fermentativa, a parti do bagago do
pedinculo de caju, foram realizadas as estimativas para a produgdo de etanol celulésico na

biomassa em estudo.

Considerando a produgdo média de alcool etilico para bagago seco de caju 166,67 g /1.
de licor, e que 25,60% (celulose) desta massa sera utilizada para produzir etanol 42,66 g de
celulose/L de licor. Segundo Rossel (2006b) e Jardine et al. (2009) um processos de hidrolise
em termos de insumos ¢ rendimento na sacarificagdo (hidrolise) o méximo de conversdo de
celulose para glicose é de 90%, com isso a massa passa a assumir 38,40 g de celulose/L de
licor. Convertendo toda esta massa em glicose tem-se 42,66 g de glicose/L de licor, pois

estequiometricamente tem-se para 1 g de glicose / 0,9 g de celulose.

Assim, a produgdo média de etanol para bagago de pedunculo de caju de residuo seco,
pode-se conseguir aproximadamente 21,80 g de etanol celuldsico por litro de licor, ou seja,
0,13 g de etanol/g de bagago. Somando-se a isso o suco extraido na primeira lavagem, o

rendimento maximo passaria a ser 32,10 g de etanol/L de licor.

Na Figura 4.38 ¢ mostrado o balan¢o de massa para a produgéo de etanol celuldsico a
partir do processamento do bagago do pedinculo do caju seco para os trés processos de
fermentagdo pela levedura S. cerevisiae comercial, apresentando rendimentos e eficiéncias em

todos os processos envolvidos na obtengdo do alcool etilico em estudo.

Portanto, o rendimento e eficiéncia do processo de obtengdo de etanol celuldsico a
partir do processamento do bagago do pedunculo do caju seco do presente estudo merece ser
mais estudado, buscando otimizar o processo em estudo, para que, num futuro préximo, possa
vir a ser promissor para a produgdo de etanol utilizando o licor hidrolisado com a adigéo da
solugfio agucarada extraida na primeira lavagem (lavagem para retirada de solidos soliveis
totais), com concentra¢do do licor hidrolisado antes da mistura com o suco de caju, para
aumentar a concentracdo inicial de glicose, por evaporagio (10 vezes) e ter um substrato com

concentragio inicial maior que 40 g/L de glicose no licores (LHS-C ou LHS-I).
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Figura 4.38 - Balango de massa para a produgdo de etanol celulésico a partir do
processamento do bagago do pedinculo do caju seco.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

. O bagaco de caju, com base na sua caracterizagio quimica e fisico-quimica, apresenta-
se como uma fonte promissora de celulose, para a hidrélise acida, visando a obtengfio de

bioetanol;

. Na identificag@o do melhor intervalo de tempo de reagdo de pré-hidrélise e hidrolise
no reator, para maior obtengiio e menor degradago dos agucares do bagago do pedinculo de
caju, foram considerados os mais viaveis o periodo de tempo estabelecido entre 75 a 105 min

e 60 a 75 min respectivamente;

. O processo de pré-hidrolise acido do bagaco de caju foi eficaz na remogio da
hemicelulose; principalmente na extrag3o da arabinose e a temperatura foi a varidvel de maior

influéncia na extracio das pentoses;

. O experimento da pré-hidrélise &cida com as seguintes condi¢des: temperatura de 105
°C, concentragio de acido igual a 3% e razio de 1:6, onde houve uma remogio de 9563,74
mg/L de xilose e arabinose e apenas 751,13 mg/L de glicose, apresentou-se como mais vidvel

para ser usado na etapa seguinte a hidrolise;

. No processo de hidrolise acida do bagago de caju, a concentragdo do acido foi a
variavel de maior influéncia visando a extra¢do da glicose e a temperatura sobre a degradagio

dos agticares em furfural, hidroximetilfurfural — HMF e 4cido acético;

. O experimento realizado na hidrolise 4cida com as seguintes condigdes: lemperatura
de 200 'C, concentragiio de 4cido igual a 6 % e razo de 1:6, apresenta a combinagio da maior

concentragio de agucares com a minima concentragdo de compostos 10xicos;

. No estudo de adsorgfio {destoxificagdo) dos congéneres furfural, hidroximetilfurfural -
HMF e 4cido acético pela lignina residual do processo de hidrolise, teve o pH como a variavel

de maior influéncia visando a remogdo desses compostos no licor;

. O experimentos com pH 7, concentragdo de 0,45 g/100mL de licor no tempo de 40
minutos, apresentou-se como ¢ mais viavel para uso de adsor¢Bo em licores para posterior

fermentacgdo (produgdo de etanol);
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. Estudo cinético da fermentagdo alcoodlica do licor hidrolisado para os dois tipos de
leveduras, a linhagem de S. cerevisiae comercial apresentou melhor eficiéncia fermentativa

em qualquer dos processos fermentativos estudados (3 tratamentos);

@ Na fermentagdo utilizando o licor do processo de adsorg¢do por lignina residual, o
tempo de fermentagdo foi reduzido de 72 para 48 h, melhorando a fermentabilidade do

processo;

° A produgdo média de etanol para bagago de pedinculo de caju de residuo seco pode
chegar a aproximadamente 21,80 g de etanol celulésico por litro de licor, ou seja, 0,13 g de
etanol/g de bagago. Se somado a isso, a solug@o agucarada do lixiviado da lavagem do bagago
extraido na primeira lavagem, o rendimento maximo passaria a ser 32,10 g de etanol/L de

licor;

. O rendimento e eficiéncia do processo de obtencgdo de etanol celuldsico a partir do
processamento do bagaco do pedunculo do caju seco méaximos foi respectivamente de 0,445 g

de etanol/g de bagago e 87,1% para o licor hidrolisado com a adi¢do do suco de caju.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Continuar o estudo da hidrolise acida para maximizagdo de eficiéncia do processo

utilizando o bagago do pedinculo do caju seco;

Estudo da fermenja¢@o do licor da pré-hidrolise, rico em pentoses, para produgio de

xilitol e etanol utilizandarse de Candida e Pichia:

Estudar a dessor¢do dos inibidores para a obtengdo e isolamento dos compostos
furfural e hidroximetilfurfural provenientes da hidrolise acida do bagago de caju, por ser de

interesse industrial e de valor comercial;

Estudar outros tratamentos do licor hidrolisado para o processo de fermentagdo

alcodlica, como a concentragdo de glicose por evaporagao.
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RESUMO

De forma sustentdvel a cultura do cajueiro apresenta grande potencial para o desenvolvimento tecnolégico de
Sfontes alternativas de energia, a partir de seus residuos industriais do processamento do caju agregando valor
ao produto. O aproveitamento de residuos lignocelulésicos em processos fermentativos tem sido objeto de
pesquisas em virtude do impacto ambiental causado pela grande quantidade de materiais liberados. A pré-
hidrélise é uma etapa precursora de fracionamento dos constituintes quimicos, com o objetivo de remover a
fragdo hemiceluldsica (xilose, arabinose e outros agiicares) favorecendo a abertura fisica da estrutura celular.
Alguns componentes toxicos provenientes da degradagdo destes agiicares sdo liberados nesta etapa, tais como,
o furfural e hidroximetilfurfural. O licor obtido no pré-tratamento foi caracterizado e posteriormente submetido
a vdrios processos de adsor¢do, visando obter um hidrolisado com teor reduzido de compostos toxicos
inibidores. Dentro desse enfoque, a pesquisa busca investigar alternativas de adsorventes que eliminem estes
inibidores da fermentagdo.

Palavras-chave: pré-hidrolise 4cida, adsorventes, componentes toxicos.

INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos representam a maior fonte de carbono e, portanto, energia renovavel da
terra. Porém, grandes quantidades de residuos lignocelulésicos sdo acumulados decorrentes da produgdo agricola
como cascas, bagagos e palhas, gerando problemas ambientais devido a decomposi¢io descontrolada e de cunho
econdmico devido ao ndo aproveitamento do mesmo. De acordo com Saha (2003), estes materiais sdo
constituidos

por trés componentes principais: celulose (30-50%) seguida pela hemicelulose (20-35%) e lignina (10-
25%). Dentre os materiais lignoceluldsicos utilizados para obtengéio de hidrolisados hemiceluldsicos, o bagago
do pediinculo do caju destaca-se por ser um subproduto da industria brasileira, com produgio estimada em torno
de 2 milhdes de toneladas/ano e aproveitamento total de apenas 20%, ou seja, 80% ¢é desperdigada Pinho (2009).
Para que residuos lignocelulésicos sejam bioconvertidos, é necessaria a utilizagdo de pré-tratamentos mediante
hidrélise 4cida ou enzimdtica, que liberem os agicares fermentesciveis existentes na composigdo destes
materiais. Este procedimento também chamado de pré-hidrolise, consiste na hidrélise da fragdo hemicelulésica,
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que € mais susceptivel ao tratamento 4cido, sendo que as fragdes de celulose e lignina permanecem inalteradas
(Aguilar et al., 2002). Neste pré-tratamento os acidos utilizados como catalisadores nos processo liberam protons
que atuam nas ligagdes glicosidicas entre os man6meros de agucar nas cadeias poliméricas. O rompimento destas
ligagdes libera uma série de compostos como pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (manose, galactose e
outros) constituintes da hemicelulose, Aguilar et al. (2002), como também sdo liberados produtos indesejéveis
para o processo fermentativo tais como furfural, provenientes da degradacfio de pentoses e 5-hidroximetilfurfural
(5-HMF) oriundo da degradagdo de hexoses (Palmqvist; Hahn-Hégerdal, 2000). O teor destes inibidores no licor,
apds o pré-tratamento depende da natureza do material lignocelulésico empregado. Os hidrolisados procedentes
de materiais que contém uma percentagem comparativamente maior de hemicelulose apresentam maior
concentragdo de furfural e 4cido acético.

Diversos tratamentos fisico-quimicos tém sido empregados com o objetivo de minimizar o efeito toxico
dos hidrolisados sobre a fermentagéo tanto por transformagdo dos inibidores em compostos inativos quanto pela
sua remogdo (Parajé; Dominguez; Dominguez, 1998a). Dentre os diversos tratamentos utilizados para minimizar
a concentragdo dos inibidores, a neutralizagdo, a adsor¢do com carvio ativo e o uso de resinas de troca i6nica sio
os mais empregados (Morita; Silva; Maugeri, 2003). De acordo com Marton (2005), a adsor¢do em carvdo
vegetal ativado ¢ um dos métodos mais econdmicos e eficientes consentindo numa boa remogéo de 4cido acético
e compostos fendlicos, enquanto as resinas de troca idnica ainda propiciam boa eficiéncia de remogio destes
compostos, porém, sdo mais caras que o carvdo. Silva (2006) observou a eficicia do emprego de polimeros
vegetais na remogdo de compostos toxicos para o hidrolisado hemicelulésico de bagago de cana-de-agucar,
porém, menos eficiente em relagdo aos tratamentos com carvio e resina. Ainda segundo o mesmo autor, os
resultados revelaram que estes trés métodos de destoxificagdio avaliados proporcionaram também a perda de
aglcares no hidrolisado de bagago de cana, o que ¢ indesejavel. Assim um tratamento adequado para remogéo
destes inibidores contribuira para favorecer o processo de fermentagio dos hidrolisados durante o processo de
obtengdo de xilitol por via biotecnolégica (Felipe, 2004).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar comparativamente a atuagéo de diversos materiais
utilizados como adsorventes, sobre a remogdo de compostos toxicos (furfural e hidroximetilfurfural) do licor pré-
hidrolisado do bagago do peditinculo do caju.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica da Unidade Académica de
Engenharia Quimica no Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Federal de Campina Grande — PB. Foi
utilizado o bagago de caju in natura, adquirido da industria de produgdo de sucos, FRUTNAT, localizada na
cidade de Campina Grande, Paraiba.

O bagago foi lavado em dgua corrente, até atingir °Brix préximo de 0. Apds a lavagem o bagago foi
levado em bandejas para secagem em estufa com circulagfo de ar a temperatura de 55°C por 48 horas. Logo
apos foi moido em moinhos de facas para reduzir o tamanho e peneirado em peneiras de mesh 40 e armazenado
em sacos de polipropileno para posterior uso.

Pré-hidroélise acida do bagaco do pedinculo do caju

O hidrolisado foi obtido a 105 °C por 1 h em um reator pressurizado de ago inox com capacidade de 700
mL, utilizando uma razio méssica de 1:10 (60g da amostra/600g de H,SO, a 3%v/v).

Caracterizaciio do hidrolisado neutralizado
Os teores de agticares e aldeidos (HMF e Furfural) foram determinados através de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC) equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor manual com loop de
20uL; Detector de indice de refragio modelo ProStar 356 (Varian) e UV/visivel 284nm (aldeidos); Coluna
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analitica de ago inox Hi-Plex H (300mm x 7,7 mm; Varian), e as condi¢des das operagdes foram as seguintes:
Temperatura da coluna de 40°C; Fase movel: dgua miliQ com vazdo de 0,6 mL/min;Tempo de anélise: 15 e 60
minutos para teores de aglicares e aldeidos respctivamente Solugdes padrdes interno de agucares: glicose, xilose,
arabinose e sacarose (Sigma 99,99% grau HPLC), congéneres 5-hidroximetilfurfural -HMF (Aldrich 99,98%) e
furfural (Vetec 99,9 UV/HPLC) foram utilizadas na quantificagdo dos componentes do licor.

Destoxifica¢do do hidrolisado hemicelulésico de bagaco do pediinculo de caju

O licor obtido da pré- hidrélise acida, teve seu pH inicial (0,98) elevado para pH final 5,0, com adiciio
de NaOH 17,5%. O hidrolisado foi entfio submetido ao processo de adsor¢dio empregando como adsorventes:
vermiculita, betonita, MCM-41 (Mobil Composition of Mater), cal e lignina (Figura 1), os quais ji4 vém sendo
reportados em outros estudos (Russel, 2006; Pivetta, 2008). As condigdes operacionais: razdo 1:100, mantendo-
se a mistura sob agitag@o de 150 rpm a 30°C por lhora e filtrado a vacuo para eliminagiio do precipitado. Apds
cada ensaio dos tratamentos as amostras foram coletadas (Figura 2.) para analise de agucares e inibidores da
fermentagfio (congéneres).

A Figura I mostra o aspecto dos adsorventes empregados no processo de destoxificagdo.

Figura 1. Adsorventes empregados no processo de destoxificagdo.
RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 mostra o aspecto do licor pré-hidrolisado apds o processo de destoxificagdo.

Figura 2. Licor pré-hidrolisado apds o processo de detoxificagdo.

Comparando a cor dos licores antes e apos a destoxificagdo, verifica-se que ocorreu uma variago na
cor, caracterizando mudanga na estrutura do material, que podera ser proveniente da remog&o de componentes do
licor, onde a andlise cromatografica ird indicar se ocorreu ou ndo redugdo dos agticares e congéneres em estudos.
Pois, tais componentes influenciam no processo seqiiente de fermentagéo.

Na Tabela 1 encontram-se os valores de concentragdo de glicose, xilose, arabinose, HMF e Furfural
apos a destoxificagdo.
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Tabela.1 Concentragao (mg/L) de aglicares e compostos téxicos no licor pré- hidrolisado de bagago do
pedunculo de caju em fungdo dos processos dedestoxlﬁca do

Vermiculita 86,89 419,65 2.011,76 0,0445 0,1854
Betonita 79,54 397,54 2.025,27 0,0446 0,0836
MCM-41 162,01 612,97 2.779,94 0,0216 0,0508
Cal 8541 322,04 1.680,07 0,0329 0,0444
Zeolita - USY 213,52 744,71 3.208,92 0,0142 0,007
Lignina 109,54 541,63 2.728,31 0,0019 0,0195

Verifica-se nesta tabela que todos os tratamentos resultaram na redugdo dos valores de agticares, exceto
o tratamento com ze6lita que manteve os teores de aglcares em relagdo ao licor mde. Estes valores reportados na
tabela acima estfio dentro dos erros experimentais de da cromatografia.

Observa-se que dentre os tratamentos houve uma redugdo média de 50% da concentragéo de glicose,
sendo que a MCM-41 reduziu apenas 23,39% em relagfio a hexose e 2,70% nas pentoses. Por se tratar de um
material de alto custo de produgio, provavelmente, nfo € vidvel seu uso no sistema de adsor¢io, uma vez que
existem alternativas de baixo custo que podem ser utilizados. Como a lignina é um residuo da agroindistria de
baixo custo e encontra-se dentro da faixa de adsor¢fio dos agiicares quando comparados com os demais em
estudos, torna-se dentre os materiais o mais vidvel para uso de adsorgdo em licores para posterior fermentagio.

A redugdio média de aglicares apds tratamento de adsorgdo foram inferiores aos valores obtidos por
Carvalho et al. (2008) ao estudar a avaliagdo do carvdo ativo e resinas de troca idnica na purificagdo do
hidrolisado do bagago da cana. Ja Pivetta (2008) estudando a comparagdo de metodologias de destoxificagdo do
hidrolisado de bagago de cana para a produgdo de xilitol por via fermentativa, encontrou redugdes em xilose de
até 30,75% em agucares e 94,16 em compostos fendlicos.

Na Tabela 2 apresentam-se os valores de percentual de redugo para glicose, xilose, arabinose, HMF e
Furfural apds o processo de destoxificagio.

Tabela 2. Redugdo (%) de aglicares e compostos toxicos no licor pré- hidrolisado de bagago do pedinculo de
caju apos o processo de destoxificagdo.

Vermiculita 5886 = 2542 29,59

Betonita 62,34 29,35 29,11 98,35 99,70
MCM-41 23,29 -8,94 2,70 99,20 99,82
Cal 59,56 42,717 41,19 98,78 99,84
Zeolita - USY -1,10 -32,35 -12,32 99,48 99,97
Lignina 48,13 3,74 4,51 99,93 99,93

De acordo com os resultados, Tabela 2, os diferentes procedimentos de destoxificagéo resultaram na
emogdo de compostos toxicos. Para os fendlicos todos os tratamentos foram eficientes (99%), sendo que dentre
eles a lignina e a zedlita apresentam maiores eficiéncias que chegam a 99,93 a 99,97% respectivamente.
Também foi constatada a perda dos aglicares para os dois métodos empregados, sendo a maior (48,13%).

Desta forma, como a remogdo destes aglicares ndo ¢ desejada na produgdo fermentativa de xilitol e ou
etanol, estudos futuros deverdo se realizados para melhoramento e otimizagdo das condi¢des operacionais de
adsorgéo.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados tanto a utilizagdio de lignina, quanto a de zedlitas propiciaram a remogdo
dos inibidores furfural e HMF do licor hidrolisado com relativa baixa de redugdo de aglcares, contudo,
verificou-se perda de glicose. Observa-se também que dentre os tratamentos houve uma redugdo média de 50%,
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sendo que a MCM-41 reduziu apenas 23,39% em relagdo as hexoses e 2,70% nas pentoses, entretanto por se
tratar de um material de alto custo de produg#o, provavelmente, ndo é vidvel seu uso no sistema de adsorgdo.

SR w -
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O aproveitamento de residuos lignocelulésicos em processos fermentativos, tem sido objeto de pesquisa por
serem de baixo custo no processo de hidrélise para produgdo de etanol, tal processo tem como um dos objetivos
obter um fracionamento dos constituintes (glicose, xilose, arabinose e outros agticares) favorecendo a abertura
fisica da estrutura celular. Alguns componentes téxicos provenientes da degradagdo destes aglcares sdo
liberados nesta etapa, tais como, o furfural, hidroximetilfurfural-HMF e acido acético. Verificar o efeito da
granulometria sobre tais agucare para obtengdio de licores com maior concentragio de hexoses e menor
concentragdo de pentoses, as quais sdo consideradas propulso da inibigdo das leveduras na fermentag#o
alcodlica, esta etapa do processo pode aumentar a conversdo e eficiéncia dos agtcares fermentesciveis em alcool,
alem de apresentar um baixo consumo energético. Com objetivo de avaliar o efeito da granulometria sobre o
bagaco de caju peneirado nas malhas de 20, 24, 35, 48, 65, 80 e 115 mesh e hidrélisado (1h, 160 °C, 3%H,S0,)
em um reator de ago inox de pressdo autégena. No processo de hidrélise para malha 65 mesh foram encontrados
os maiores valores de extragdo de glicose e que a hidrélise do bagago obtido na malha 80 mesh apresenta os
maiores valores de pentoses. Porem com base nos valores obtidos o bagago da peneira de malha 48 mesh foi
selecionado para hidrélise do licor e posterior fermentagfo alcodlica.
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O aproveitamento de residuos lignocelulésicos em processos fermentativos, tem sido objeto de pesquisa por
serem de baixo custo no processo de hidrélise para produgdo de etanol, tal processo tem como um dos objetivos
obter um fracionamento dos constituintes (glicose, xilose, arabinose e outros agticares) favorecendo a abertura
fisica da estrutura celular. Alguns componentes toxicos provenientes da degradagdo destes aglcares sdo
liberados nesta etapa, tais como, o furfural, hidroximetilfurfural-HMF e acido acético. Verificar o efeito da
granulometria sobre tais agucare para obten¢do de licores com maior concentragdo de hexoses e menor
concentragdo de pentoses, as quais s3o consideradas propulso da inibigdo das leveduras na fermentagdo
alcodlica, esta etapa do processo pode aumentar a conversdo e eficiéncia dos aglcares fermentesciveis em alcool,
alem de apresentar um baixo consumo energético. Com objetivo de avaliar o efeito da granulometria sobre o
bagaco de caju peneirado nas malhas de 20, 24, 35, 48, 65, 80 e 115 mesh e hidrélisado (1h, 160 °C, 3%H,S0,)
em um reator de aco inox de pressdo autogena. No processo de hidrolise para malha 65 mesh foram encontrados
os maiores valores de extragdo de glicose e que a hidrolise do bagago obtido na malha 80 mesh apresenta os
maiores valores de pentoses. Porem com base nos valores obtidos o bagago da peneira de malha 48 mesh foi
selecionado para hidrolise do licor e posterior fermentagio alcodlica.

1. INTRODUCAO

Diversos processos sdo desenvolvidos para utilizagdo desses materiais transformando-os em compostos
quimicos e produtos com alto valor agregado como 4alcool, enzimas, 4cidos organicos, etc. A utilizagdo de
residuos agroindustriais em bioprocessos € uma alternativa racional para producdo de substratos e uma
contribuigio para solucionar o problema localizado de poluigdo. Esses residuos podem ser decompostos
facilmente por hidrolise dcida em suas fragdes: celulose, hemicelulose e lignina.

O bagago do pedunculo do caju é um residuo lignoceluldsico que € constituido, principalmente, de
carboidratos ndo diretamente fermentesciveis, com concentragdes baixas de agucares diretamente
fermentesciveis como glicose, que a levedura metaboliza bioquimicamente em etanol com facilidade. A estrutura
complexa e compacta faz necessario submeter a biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da sua
hidrélise para produgéo de etanol. O pré-tratamento visa & remogdo da lignina e da hemicelulose, reduzir a
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais, de maneira a tornar a celulose susceptivel a
hidroélise. Independentemente do processo de hidrélise empregado (quer ele seja acido ou enzimatico), uma etapa
de pré-tratamento € imprescindivel.

Em escala industrial, pré-tratamentos fisicos como moagem e irradiagdio se tornam invidveis pelo seu
alto custo (SUN; CHENG, 2002). No entanto a moagem permite o aumento da susceptibilidade da celulose a
hidrolise pela redugdo de tamanho das particulas do material e reducdo do grau de cristalinidade do
lignocelulésico (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Para aumentar o rendimento e a eficiéncia dos processos de
hidrolise e fermentagéo alcodlica, e baixar os custos de produgiio, a escolha de uma granulometria que favorega
tais fatores sdo de grande importincia econdmica, uma vez que quanto menor o tamanho das particulas maior o
custo para serem obtidas (ALVIRA et al., 2010).
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Ap6s o pré-tratamento € realizado uma hidrélise 4cida que tem como objetivo reduzir as
macromoléculas de celulose e de hemicelulose através da adigdo de 4dcidos, normalmente acido sulfirico ou
acido cloridrico, ao residuo para a obtengdio de agucares diretamente fermentesciveis. Nesse processo grande
parte da hemicelulose ¢ removida. Por outro lado, a remogfio da lignina ocorre de maneira bastante limitada.
Esse trabalho apresenta os resultados do efeito da granulometria sobre os agucares para obtengo de licores com
maior concentragdo de hexoses e menor concentragio de pentoses, para posterior fermentagio alcodlica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

A matéria-prima utilizada neste estudo foi o bagago do pedunculo do caju umido, das
variedades vermelha e amarela, a qual foi adquirida como um residuo da produgdo de polpa
de frutas da industria FRUTNAT, localizada na cidade de Campina Grande, Paraiba. Foi
secos a 55 °C em estufa com circulagdo de ar.

2.2 Caracterizacio do Bagac¢o do Caju: Analises Fisico-Quimicas

Amostras do bagago de caju pré-hidrolisado foram coletadas para ser feita a sua caracterizagfio, que
consistiu em analisar umidade, pH, solidos soltveis, celulose e lignina. A tabela 1 apresenta as referéncias das
metodologias utilizadas para a caracterizagéo fisico-quimica.

Parimetros Analisados Metodologia

Umidade BRASIL,2005

pH BRASIL.2005

Sélido Soluveis BRASIL,2005

Aglcares redutores NREL/TP510 (NREL, 2008)
Celulose TAPPI, 2010

Lignina TAPPI, 2010

Tabela 1: Metodologias Utilizadas na Caracterizagdo do Bagago do Caju

2.3 A granulometria

foi determinada de acordo com a metodologia do fabricante do conjunto de peneiras, Pavinteste, usado
no presente trabalho. Esse conjunto consiste de peneiras, com malhas de 20, 24, 35, 48, 65, 80 e 115 mesh. Apos
pesagem das peneiras vazias e empilhamento das mesmas no agitador, foram colocados 100 g do residuo na
peneira superior. O conjunto de peneiras foi agitado por 20 minutos na freqiiéncia 80 do agitador. O material
retido em cada peneira teve sua massa determinada. Os resultados foram expressos como fragdes percentuais da
massa de residuo inicialmente utilizada para a analise.

2.4 Efeito da granulometria no processo de pré-hidrdlise e hidrdlise

Foi utilizada amostra do bagago do pediinculo do caju seco (BCS), peneirados em malhas de 20, 24, 35,
48, 65, 80 e 115 mesh, para avaliar o efeito do tamanho das particulas do bagago nas reagdes de pré-hidrolise e
hidrolise no reator. As condigbes do desenvolvimento das reagdes foram massa de bagaco 30 e 15 g;
concentragdo de H,SO; 3% e 3%; razdo de massa/dcido de 1:10 e 1:8; e temperaturas de 105 e 160°C
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respectivamente, utilizando um reator de ago inox de pressdo autégena, com capacidade de 750 mL, com sistema
de automagdo de tempo, aquecimento e temperatura interna e externa. Ap6s 65 minutos de reagdo no reator, o
material foi esfriado e filtrado, o licor levado para analise das concentragdes dos agucares glicose, xilose e
arabinose e o residuo extraidos no processo de pré-hidrélise foi seco a 55 °C e posteriormente levado para o
processo de hidrolise.

A fragfio liquida obtida foi analisada por cromatografia liquida, utilizando-se do HPLC. Os dados do
cromatégrafo e as condigdes das operagdes foram as seguintes: Cromatografo Liquido equipado com uma bomba
modelo ProStar 210 (Varian):Injetor manual com loop de 20uL;Detector de indice de refragio modelo ProStar
356 (Varian);Coluna analitica de ago inox Hi-Plex H (300mm x 7,7 mm; Varian); Temperatura da coluna de
40°C; Fase moével: agua miliQ com vazdo de 0,6 ml/min;Tempo de analise: 15 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizaciio do Bagaco do Caju

A caracterizagio do bagago do caju resultante do pré-tratamento visa analisar sua composi¢io com
relagdo ao contetdo de nutrientes e para posterior comparagdo com o bagaco hidrolisado. A Tabela 2 apresenta
os valores encontrados para umidade, pH, solidos soliveis, Agticares redutores, celulose, Hemicelulose e lignina.

Tabela 4.1 - Caracterizago quimica e fisico-quimica do bagago do caju tmido (BCU) e seco (BCS) a 55 °C

Parimetros analisados BCU BCS
Umidade (%) 74,10 + 0,70 8.87 + 0.67
pH 5,43+ 0,01 6.69 + 0,01
Soélidos soluveis totais (°Brix) 11,23 + 0,12 0.0
Acgticares redutores (%) 10,68 + 0,21 0,31 +0.05
Celulose (%) 6,62 + 0,09 25,60 +1,12
Hemicelulose (%) 3.22:4+0,15 15,10 + 0,89
Lignina total (%) 6,12 +1,01 23,70 + 1,43

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.1, observa-se que a andlise de umidade para o
BCU, apresentou valor semelhante ao encontrado por Pinho et al. (2011), 75,74 %, para as amostras de bagaco
de caju iimido, no estudo do aproveitamento do residuo do pedinculo de caju (dnacardium occidentale 1..) para
alimenta¢do humana. Porém, inferior ao encontrado por Mesquita ef al. (2003), de 77% no pediinculo de caju
integral usando para o processo de desidratagdo osmoética.

3.2. Anilise granulométrica do bagaco seco

Constam na Figura 1 os resultados da analise granulométrica do bagago do pedinculo de
caju seco (BCS) em estufa de circulagdo de ar; observa-se, de acordo com os dados
apresentados que 92,13 % das particulas da massa do bagago possuem tamanho entre 14 e 35
mesh, o que corresponde a valores de didmetro entre 0,42 e 0,71 mm, e os finos (< 0,125 mm)
representam 0,18 % da amostra.

Estudos realizados sobre granulometria por Sousa (2010) e Botella et al. (2007), com
residuo seco da casca e albedo do maracuja amarelo, para a produgdo de pectinases e
xilanases, foram constatados que 49 % das particulas possuem tamanho entre 24 e 35 mesh.
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Figura 1 - Analise granulométrica do bagago de caju

Santos (2007), estudando a produgdo de pectinases por fermentagdo em estado solido
utilizando pedunculo de caju como substrato, observou nos residuos secos que a
granulometria apresentava cerca de 70 % de particulas com Tyler de 20-35 o que corresponde
a dimensoes entre 0,42- 0,84 mm, os quais sdo inferiores ao reportado neste trabalho, no
entanto, observa-se uma tendéncia do material apresentar didmetro das particulas entre 0,297
e 0,84 mm.

3.3 Efeito da granulometria no processo de hidrélise

Encontram-se apresentados na Figura 2 os resultados do efeito da granulometria sobre
a glicose, xilose e arabinose, no processo de hidrolise do BCS a 160°C, na malha 65 mesh
foram encontrados os maiores valores de extragdo de glicose e que a hidrélise do bagago de
caju obtido na malha 80 mesh apresenta os maiores valores de pentoses (xilose e arabinose).
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Figura 2 - Efeito da granulometria sobre a glicose, xilose e arabinose, no processo de
hidrélise do bagago de caju a temperatura de 160°C.
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Por outro lado, ao se analisar- a hidrolise do BCS obtido na malha 48, pode-se
constatar os menores valores de pentoses e que a glicose ¢ aproximadamente 20% menor em
relagdo ao maior obtido na extragdo, que € para o bagaco hidrolisado proveniente da malha 65
mesh.

O licor obtido apés a hidrolise da celulose ¢ usado para a fermentagdo etanolica,
utilizando-se a levedura S. cerevisiae que converte as hexoses em etanol Rabelo (2008).
Segundo Rodrigues et al. (2001), a hidrélise acida € eficiente, com até 90% de recuperagdo de
agucares fermentesciveis, podendo gerar alguns produtos inibidores da fermentagdo
(compostos fenolicos, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural), e podem inibir o
processo de fermentagdo, devido ao efeito de repressdo catabdlica (Lee ef al., 1996), e afetar
rendimentos do etanol, devendo assim ser removidos ou suavizados Palmqvist e Hahn-
Hagerdal (2000).

Com base nisso, BCS selecionado para os estudos da pré-hidrolise e hidrdlise, que tem
por objetivo a obtengdo de maior concentragdo de agucares fermentesciveis (hexoses) e menor
concentragdo de pentoses, as quais sdo consideradas propulso da inibigdo das leveduras na
fermentagdo alcoolica, foi o bagago obtido na peneira de malha 48 mesh.

4. CONCLUSOES

Em fungdo dos resultados apresentados, pode-se concluir que para aumentar o rendimento e a

eficiéncia dos processos de hidrolise e fermentacdo alcodlica, e baixar os custos de produgio,
o bagago obtido na peneira de malha 48 mesh apresentou maior relagdo entre concentra¢io de agucares
fermentesciveis (hexoses) e concentrag@o de pentoses.
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