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RESUMO

Atualmente, o caju {(Anacardium occidentale, L..) é uma fruta muito cultivada no Brasil,
principalmente nos Estados do Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranhio, Bahia e
Paraiba, sendo o Ceard responsavel pela maior producfio nacional. A cajucultura vem
expandindo-se em todo territério brasileiro e a regifio Nordeste € responsdvel por uma 4rea
plantada em torno de 1 milhdo de hectares. Assim, a partir do pedinculo de caju obtém-se
a polpa, suco clarificado, cajuina, refrigerante, vinagre, fermentado (vinho), aguardente ¢
alcool hidratado.O fermentado do caju pode ser convertido em dlcool hidratado de boa
qualidade, podendo ser um produto importante desta cultura. A fermentagfio foi conduzida
em batelada simples por 24 horas entre 28 e 32 °C com leveduras S.cerevisiae. Os
processos de fermentagdo foram acompanhados em intervalos de 2 horas, monitorando-se a
acidez total, pH, concentra¢bes de aglcar e biomassa e teor alcodlico. Os pardmetros
fermentativos avaliados foram eficiéncia fermentativa (Ef), produtividade (Qp),
rendimento em produto em relagdio ao substrato consumido (Yp/s) e a biomassa (Yx/s) ¢

taxa especifica de crescimento celular (j1x). Os componentes volateis do fermentado e o
alcool de caju (teor alcodlico real, alcodis superiores, ésteres totais, aldeidos totais e
metanol) foram caracterizados por cromatografia gasosa. As andlises avaliadas da
composi¢do quimica do bagago de caju foram teor de celulose (22%), polioses (20%),
lignina (38%), extrativos (12%), cinzas (1,0%) € umidade (8,0%). No processo de pré-
hidrdlise acida, os resnltados de rendimento, teor de lignina e holocelulose variaram de 87
a 52%, de 36 a 29% e de 28 a 34%, respectivamente. Os resultados de rendimento de polpa
celulosica do processo de polpagdo (deslignifica¢do) soda variaram de 42 a 16%. Na
cinética de polpacgdo soda, o teor de lignina residual variou de 35 a 8% e a lignina
solubilizada atingiu uma extenséio de deslignificacdo de 80% (considerando o bagago pré-
hidrolisado). Para o processo de hidrdlise 4cida foi executado um planejamento fatorial 2°,
as variaveis foram concentragdo de dcido sulfirico diluido de 1,0, 1,5 e 2,0%;tempo
variando de 10, 15 ¢ 20 min e temperatura variando de 150, 170 e190 °C, respectivamente.
As varidveis de resposta: teores de glicose, xilose, arabinose, furfural, hidroximetilfurfural
e acido acético foram quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Apos a escolha do melhor ponto de hidrélise do planejamento fatorial, o processo
fermentativo do hidrolisado ocorren satisfatoriamente.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L., suco de caju, bagaco de caju, hidrélise acida,
fermentade, bioetanol hidratado



ABSTRACT

Currently, the cashew (4nacardium occidentale 1..) is a fruit grown in Brazil, mainly in the
States of Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranhdo, Bahia and Paraiba, but Ceara is the
one responsible for greater domestic production. The cashew crop is expanding throughout
Brazilian territory and the Northeast region is responsible for an area that plants around 1
million hectares. This way, from the stalk of cashews we get the pulp, juice clarified,
cajuina, soda, vinegar, fermented wine, brandy and hydrated alcohol. The fermented
cashew can be converted into hydrated alcohol of good quality, and may be an important
product of this culture. The simple batch fermentation was conducted during 24 hours in a
temperature between 28 and 32 °C with yeast S.cerevisiae. Fermentation processes were
followed at intervals of 2 hours, monitoring the total acidity, pH, concentration of biomass
and sugar and alcohol content. The fermentation parameters evaluated were fermentative
efficiency (Ef), productivity (Qp), product yield in relation to substrate consumed (Yp/s)

and biomass (Yx/s) and specific growth rate (Llx). The volatile components of fermented .
and the alcohol of cashews (actual alcoholic strength, higher alcohols, esters, aldehydes
and methanol) were characterized by gaseous chromatography. The analysis evaluated of
the chemical composition of cashew bagasse were cellulose content (22%), polioses
(20%), lignin (38%), extractives (12%), ashes (1.0%) and moisture (8.0%). In pre-
hydrolysis acid process, the results of yield, lignin and holocellulose ranged from 87 to
52%, from 36 to 29% and from 28 to 34%, respectively. The results of cellulosic pulp yield
of the pulping process (delignification) sodas ranged from 42 to 16%. In soda pulping
kinetics, the residual lignin content ranged from 35 to 8% and the dissolved lignin reached
an extension of delignification of 80% (considering pre-hidrolysed bagasse). For the acid
hydrolysis process has run 2° factorial planning, the variables of dilute sulphuric acid
concentration were of 1.0, 1.5 and 2.0%; of time ranging from 10, 15 and 20 min and
temperature ranging from 150, 170 and 190°C, respectively. The response variables: levels
of glucose, xylose, arabinose, furfural, HMF and acetic acid were quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC). After choosing the best point of hydrolysis of
factorial planning, the fermentation process of hydrolyzed occurred satisfactorily.

Keywords:Anacardium occidentale, L., cashew juice, cashew bagasse, acid hydrolysis,

fermentation, hydrated bioethanol
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1. INTRODUGCAO

Atualmente, a queima de combustiveis fosseis é motivo de grande preocupagio
mundial devido aos problemas causados pelo excesso de emissdes atmosféricas de gés
carbdnico, gases de enxofre, dentre outros, para o meio ambiente. Por essa razio, a busca pela
produgdo de biocombustiveisoriundos de fontes renovéveis é cada vez maior, em especial do
bioetanol (etanol celuldsico), a partir do aproveitamento da biomassa vegetal que
normalmente € usada para geragdo de energia. Assim, o uso desses biocombustiveis contribui
para diminuir o impacto ambiental causado pelo uso indevido ou pelo descarte direto desses
materiais no meio ambiente.

O interesse mundial pelo desenvolvimento de biocombustiveis, principalmente do
bioetanol, a partir de fontes renovaveis aumentou, em meados dessa década,devido aos
grandes problemas ambientais causados pela queima de combustiveis fosseis. Esses materiais
podem ser oriundos de produtos naturais (cana-de-agucar, sucos de frutas, milho, mandioca,
cereais, sisal, fibras de caroa, algoddo) e de residuos agroindustriais (bagago de cana-de-
acucar, as pontas e as palhas da cana; bagago de frutas e casca de frutas; o sabugo de milho;
cascas de cereais, entre outros). Sendo assim, existe a necessidade de pesquisas por novos
métodos de obtengdo do bioetanol hidratado, possibilitando o aproveitamento desses materiais
lignoceluldsicos.

O Brasil vem utilizando por muitas décadas o alcool hidratado como combustivel ou
sob a forma de uma mistura contendo de 22 a 25% de alcool anidro na gasolina, colocando o
pais em uma posi¢do extremamente favoravel internacionalmente, em termos de emissdo de
CO,. Atualmente, o Brasil produz 25 bilhdes de etanol por ano a partir da cana-de-agucar.

Dentre essas fontes de biomassa destaca-se o pedinculo do caju (Anacardium
occidentale, L.) sendo uma matéria renovéavel e rica em aglicares presentes na polpa e na
celulose do bagago. Assim, tanto a polpa quanto o bagago (residuo) podem ser aproveitados
para produgdo do bioetanol de primeira geragdo e de segunda geragdo, respectivamente. A
produgdo do alcool de caju apresenta-se como mais uma fonte alternativa de energia, além de
contribuir para diminui¢dio do desperdicio desta fruta e do residuo gerado pela industria de
polpa; portanto, buscando minimizar o grande desperdicio do pedinculo do caju
(aproximadamente 85%), o uso dessa biomassa pode ser uma alternativa tecnicamente viavel,
principalmente para a Regido Nordeste, onde a quase totalidade da produgéo nacional de caju
situa-se nos estados do Cear4, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranhdo, Bahia e Paraiba.

Moacir Epifanio da Silva
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A produgéo do etanol desperta de modo crescente a atengfo de governos, empresas e
pesquisadores, devido as perspectivas de esgotamento e impacto causado ao meio ambiente
pelo uso das fontes ndo renovaveis de combustiveis, que comprometem fortemente
oequilibrio ambiental pela emiss3o de substncias que impactam o meio ambiente.

Um aumento da produgdo do bioetanol primario causa uma diminui¢do das areas
usadas para a produgdo de alimentos e de outros insumos vegetais, além da grande produgio
de biomassa residual, que usada ou descartada indevidamente, podem causar danos ao meio
ambiente.

O bagago do caju, biomassa produzida pela industria de castanha e suco pode ser
utilizado como matéria-prima na produgdo de bebidas alcoélicas (fermentado, aguardente) e
vinagre e, potencialmente de dlcool hidratado, com excelente padrdo de qualidade com o

desenvolvimento de tecnologias de hidrolise.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar 0 uso do residuo industrial do pedunculo de caju como fonte de matéria
prima vegetal para produgdo de bioetanol hidratado, por fermentagdo etandlica da biomassa
hidrolisada.

1.1.2. Objetivos especificos

Caracterizar o residuo industrial do pedinculo de caju como fonte de matéria prima
rica em polissacarideos hidrolisaveis.

Identificar processos de pré-tratamento como pré-hidrélise acida e polpagdo quimica,
viaveis para qualificar o residuo industrial do pedunculo de caju como fonte de matéria prima
rica em celulose para a produgdo de etanol de segunda geragéo.

Avaliar a eficiéncia de um pré-tratamento por hidrélise acida, usando um é&cido
inorganico moderado e condi¢des bandas de temperatura e tempo de hidrolise.

Verificar a eficiéncia da deslignificagdo do residuo industrial do pedunculo de caju

frente ao processo de polpagdo soda quanto a extensdo da deslignificagdo e rendimento de

polpa.
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Determinar os pardmetros cinéticos: constantes de velocidade de deslignificacio e as
respectivas energias de ativagdo para as diversas etapas do processo dentro de um modelo
cinético linearizado.

Identificar as condigdes de temperatura, tempo e concentragdo acida que favorecem
uma melhor hidrélise da biomassa obtida pelo tratamento do residuo industrial do pedinculo
de caju.

Analisar a eficiéncia do processo de hidrélise dentro das condigdes estabelecidas.

Qualificar e quantificar a eficiéncia do processo de fermentagdo etandlica, usando o
Saccharomyces cerevisiae avaliando o uso potencial do residuo industrial do pedinculo de

cajupara a produgéo de bioetanol.

e e e e e e e o
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Biocombustiveis e energia

O interesse mundial pelo desenvolvimento de biocombustiveis, principalmente do
bioetanol, a partir de fontes renovaveis de energia, aumentou em meados dessa década em
virtude de uma preocupagido de maiores problemas ambientais causados pela queima de
combustiveis fosseis.As preocupagdes referentes ao aumento da demanda energética,
especialmente quanto a4 demanda de combustiveis para o setor de transportes, o actimulo de
CO; atmosférico devido a queima dos combustiveis fosseis, a seguranga energética nacional
aliada ao fim dos combustiveis fosseis e o desenvolvimento da economia rural sdo os
principais motivos para a busca de fontes energéticas sustentdveis e materiais renovaveis
(ZHANG, 2007).

De acordo com Silva et al. (2010), somente no ano de 2003, emissdes equivalente a
27,5 milhdes de toneladas de CO, foram evitadas devido a substitui¢io da gasolina por etanol.
E com o consumo de etanol em carros flex brasileiros, entre margo de 2003 e janeiro de 2010,
evitou-se a emissdo de 83,5 milhdes de toneladas de CO;na atmosfera.

Com o primeiro choque do petréleo a partir de 1973, o governo brasileiro buscou
formas alternativas para reduzir a dependéncia do pais aos combustiveis fosseis e amenizar os
efeitos do choque na economia brasileira. Em 1975, langou o Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), tendo por objetivo produzir alcool anidro de cana-de-agiicar, para ser
adicionado a gasolina.

Com o segundo choque do petroleo em 1979, o programa foi ampliado, visando nessa
fase a produgdo de alcool hidratado como combustivel substituto a gasolina (MICHELLON et
al., 2008). As elevadas produgdes de alcool no Brasil devem-se, sobretudo, as excelentes
condig¢des climaticas existentes, que permitem alcangar produtividades elevadas de cana-de-

agucar e de mandioca, matérias-primas mais utilizadas na sua produgéo.

2.2. O cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale, L.) pertence a familia Anacardidcea € uma planta
de origem brasileira que ja se encontra aqui, no nordeste brasileiro, quando chegaram os
primeiros colonizadores portugueses, que daqui espalharam suas sementes por seus dominios
na Africa e na Asia, se espalhando por outros paises, como Mogambique, india, Angola e
Quénia, desde o século XVI (MACHADO, 2009).

_______________________________________ ]
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Em relagdo ao porte planta, o cajueiro ¢ dividido em dois grupos o comum e o ando. O
comum € 0 que apresenta maior porte, também conhecido como cajueiro gigante, é o mais
difundido, de altura entre 8 ¢ 15 m e envergadura (medida da expansdo da copa) que pode
atingir até¢ 20 m. O cajueiro ando € de porte baixo, altura inferior a 4 m, e o didmetro do caule
e envergadura sdo inferiores ao do tipo comum, inicia o florescimento entre 6 ¢ 18 meses
enquanto que o comum tem sua primeira floragdo entre o terceiro e quinto ano (PINHO,
2009).

O caju € na verdade, um pseudofruto, uma vez que a castanha € o verdadeiro fruto,
cuja semente ¢ comestivel; o pedinculo, geralmente é consumido in natura e se desenvolveu

de modo diferente e cujas cores variam do amarelo ao vermelho, conforme estd mostrado na

figura 1.

Figura 1- Caju in natura amarelo e vermelho

De acordo com a Souza Filho et al. (2007), na Regido Nordeste brasileira, a
cajucultura tem importante expressdo socio-econémica para o pafs, uma vez que possui cerca
de 700 mil hectares de cajueiros, movimentando no campo aproximadamente 280 mil

trabalhadores e proporcionando uma produgéo em torno de 200 mil toneladas de castanha e 2
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milhdes de toneladas de pedinculo por ano, sendo 60% proveniente de pequenos produtores,
que praticam a cajucultura familiar.

Ressalta-se que, além da diversidade de produtos provenientes do processamento do
caju e da potencialidade de seu aproveitamento econémico, a agroindustria do caju que tem,
ainda, grande impacto socioecondmico, em virtude do elevado niimero de empregos gerados
nas atividades agricolas, industriais e comerciais, gerando renda e fixando o homem no
campo; assim, a exploragdo do cajueiro se apresenta como alternativa para melhoria da
qualidade de vida do homem do campo, notadamente nas regides mais pobres do Nordeste
brasileiro (MARQUES, 2006; SOUZA FILHO et al., 2007).

2.2.1. O pedinculo de caju

O pedinculo de caju € consumido “in natura™ e em forma de suco, tanto pelas suas
qualidades gustativas quanto pelo seu elevado teor de vitamina C (4cido ascorbico), sendo
superado apenas pela acerola e mais recentemente pelo “Camu-Camu”, fruto da regido
Amazénica (UCHOA, 2007). O pseudofruto, por ser rico em aglicares constitui-se em um
produto favoravel a fermentagio (GARRUTI, 2003). E rico ainda em minerais como calcio,
ferro e fosforo, além de compostos fendlicos principalmente taninos, carotenoides e
antocianinas, pigmentos naturais responsaveis por sua coloragdo caracteristica, amarelo ou
vermelho presentes principalmente na pelicula (PINHO, 2009).

O aroma adstringente do pedunculo ¢ decorrente da presenga de taninos, que pode ser
um fator limitante na aceitacdo do fruto, este constituinte, entre outros, contribui para
atividade antioxidante, capaz de prevenir doengas cardiovasculares e cancer, abrindo
perspectivas para um melhor aproveitamento dos residuos resultantes do processamento do
pediinculo (SANTOS, 2000; BROIZINI et al., 2007; PINHO, 2009).

A produgio nacional de castanha de caju em 2007 foi de 265.888 toneladas,
considerando que o pedunculo corresponde a 90% do peso total do fruto, neste ano de 2007
produziu-se 2.392.992 toneladas (IBGE, 2007).

A industrializagdo do caju pode ser dividida nos setores de beneficiamento da
castanha e do processamento do pedinculo. O beneficiamento da castanha visa
principalmente a produgdo da améndoa da castanha de caju; enquanto que o processamento do
pedunculo tem como principal produto industrial o suco de caju (BARRETO et al., 2007).

O pedinculo de caju possui um grande potencial de aproveitamento industrial,

gerando diversos produtos, quando processados de modo artesanal ou industrialmente,
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gerando diversos produtos, tais como, sucos, doces, cajuina, bebidas alcoolicas, sorvetes e
outros produtos alimenticios, além de usos medicinais (PINHO, 2009).

Portanto, o etanol hidratado de primeira geragdo pode ser produzido a partir da
fermentagdo alcodlica do seu suco clarificado e de segunda geragdio a partir da celulose do
bagago, como mais uma alternativa de energia para o mercado, proporcionando um meio de

aproveitamento do pedinculo, principalmente, por pequenos produtores rurais.

2.2.2. Composicio fisico-quimica do pedinculo do caju

Na composi¢do quimica do pedinculo do caju (4dnacardium occidentale,L.), podem
ser destacados solidos soluveis, 4acido ascérbico (vitamina C) e compostos fendlicos os quais
permanecem no bagaco (BARRETO et al., 2007). Na tabela 1, a seguir, sdo apresentadas as
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas do pedinculo de caju comum, se verifica o seu
valor nutricional, por seu alto teor de vitamina C, um bom contetdo de agucares, sendo ainda
uma fonte regular de célcio e fésforo (SOUZA FILHO et al., 2007).

Tabela 1 - Composi¢éo fisico-quimica do pedinculo do caju comum

Determinacdes Valores médios
Acucares redutores (%) 8.00
Vitamina C (mg/100mL) 261,00
Acidez Total (em acido citrico %) 0,35
Soélidos solaveis ("Brix) 10,70
Tanino (%) 0,35
Calcio (mg/100g) 14,70
Fosforo (P20s5) (mg/100g) 32,55
Umidade (%) 86,33
pH 3,90

Fonte: SOUZA FILHO (2007).

2.3. Fermentacio alcodlica

As leveduras de cervejaria e padaria e todos os outros organismos que promovem a
fermentagio alcodlica, incluindo algumas plantas, fermentam a glicose em etanol e CO,, de

modo que, neste processo, toda massa de glicose estd contida nos produtos, ndo sendo
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utilizada outra substincia como "matéria-prima". O &lcool produzido pelas leveduras é
também um meio de defesa contra outros micro-organismos. Por outro lado, levedura ndo
consegue sobreviver em um meio com mais de 25% em alcool (a maioria das cepas naturais

interrompe o crescimento em solugéo de etanol a 12%).

2.3.1. Aciicares fermentesciveis

O principal grupo de compostos com essas caracteristicas ¢ designado por glicidios.
Um dos glicidios termodinamicamente mais estavel, que faz parte integrante da maioria dos
produtos que consumimos diariamente € a glicose. A glicose e a frutose e outros glicidios com
quatro, cinco ou seis atomos de carbono constituem um grupo de compostos agucarados de
estrutura quimica simples, designados por monossacarideos. A sacarose e a maltose
igualmente presentes em muitos produtos agucarados sdo designadas como dissacarideos e

apresentam uma estrutura quimica constituida por moléculas de monossacarideos.

A fermentagdo alcoolica ocorre em condigdes anaerdbias e os produtos resultantes do
processo sdo etanol, gas carbonico (CO;) e agua, com liberagdo de energia (DINIZ, 2008).
Em condigdes aerdbias, como se verifica no catabolismo da respiragdo, os produtos
resultantes dessa degradagdo sdo dioxido de carbono e vapor de agua. O processo de
fermentagdo alcodlica constitui uma das etapas mais importantes para elaboragdo de bebidas
fermentadas, podendo ser conduzida com vdrias leveduras. As leveduras realizam a
fermentagdo alcoolica com a finalidade de produzir energia para a realizagdo de suas
atividades fisiologicas, para o seu crescimento e reprodugdo, assim, o etanol produzido ¢
apenas um subproduto da fermentagdo (LIMA et al., 2004). Os agticares consumidos pelas
leveduras, durante a fermentagdo, sdo exclusivamente a glicose e frutose. Nestas condig¢des, o
transporte destas hexoses até o interior da célula € feito por meio de sistemas caracterizados

por uma alta afinidade por estes monossacarideos.
2.3.2. Leveduras da fermentacfo alcoélica

Leveduras sio fungos predominantemente unicelulares e se reproduzem por via
sexuada e assexuada. Na reprodugfo assexuada as leveduras se multiplicam por brotamento,
processo pelo qual na superficie da célula adulta (célula mée) desenvolve-se uma pequena
saliéncia (célula-filha) que se transformara numa nova célula (BARNET et al., 1990). A

forma dipléide da levedura Saccharomyces cerevisiae estavel, pode dividir-se
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indefinidamente por mitose e gerar células semelhantes. As espécies de leveduras mais usadas
em escala industrial na produgdo de alcool e bebidas alcoélicas sdo Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Pichia pastoris e outras. Entretanto, a espécie mais
importante de levedura alcodlica é a Saccharomyces cerevisiae, que entre outras utilizagdes, é

bastante empregada na producdo de pdes, produtos farmacéuticos, bebidas alco6licas e etanol,

entre outros.

2.4. Bioquimica da fermentacio alcoélica

A fermentagdo alcodlica € um processo anaerdbico que ocorre com a transformagdo de
agucares, em etanol e CO,, catalisado por enzimas. Este processo é realizado principalmente
por leveduras, a nivel citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia, a qual sera
empregada na realizagdo de suas atividades fisiologicas, e ainda para o seu crescimento e
reproducdo, sendo o etanol, apenas, um subproduto desse processo (LIMA et al., 2004;
OLIVEIRA, 2006). A fermentagdo pode ser resumida em trés passos dindmicos, onde o 1°
passo representa o transporte do substrato para o interior da célula, o qual ocorre por difusdo
facilitada, o 2° compreende as reagdes bioquimicas responsaveis pela transformagdo
dosubstrato em produto e o 3° e ultimo passo, a excre¢do do produto para o meio
(MARQUES; OLIVEIRA, 2006). As fermentagdes podem ser realizadas por diversas vias, as
quais correspondem igualmente diferentes sequéncias metabdlicas. As vias mais utilizadas sdo
as seguintes: Embden-Meyerhof-Parnas (EMP); Entner-Doudoroff; ciclo das Pentoses, entre
outras.

Nos processos de fermentagdo pela via EMP, a glicolise ou dissolugio de agucares,
com formag@o de duas moléculas de acido lactico ou lactato por cada molécula de glicose
fermentada, é o principal mecanismo de utilizagdo anaerdbia de agucares. Este processo €
realizado em diferentes passos reacionais identificados de acordo com a designag¢do do
produto final (Diniz, 2008).

O processo mais comum de degradagdo da glicose ¢ designado por fermentagdo

homolatica e pode ser representado pela seguinte reagdo quimica:

Ce¢H 206 + 2Pi +2ADP — 2 CH3;CHOHCOOH + 2ATP + 2H,O(1)

O processo de fermentagdo alcodlica é quase sempre procedido da dissolugdo dos

actcares (glicolise) e ocorre em diferentes fases. A primeira fase termina apds a
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transformagdo da glicose em gliceradeido-3-fosfato, com consumo de duas moléculas de
fosfato da adenosina-tri-fosfato (ATP) e formagdo da adenosina-di-fosfato.

Na segunda fase ocorrem as reagdes de oxi-redugdo, com formagdo do piruvato ou do
lactato e libertagdo de moléculas de fosfato, que se encontram sob a forma inicial de
adenosina-tri-fosfato (ATP). Ap6s a formagéo do piruvato ocorre uma terceira fase na qual o
piruvato € descarboxilado, pela agdo da enzima descarboxilase do piruvato em acetaldeido e
diéxido de carbono, sendo o acetaldeido reduzido a etanol através de NADH e de ides
hidrogénio ( H+ ), na presenga da enzima deshidrogenase do alcool etilico.

Nas equagdes quimicas, abaixo, sdo mostrados os diferentes passos das reagdes que

ocorrem nas diferentes fases do processo e que correspondem as seguintes reagdes globais:

Glicolise: C¢H1206 +2ADP+2Pi2 —» CH3H404 +2H20+2ATP 2)
Fermentagdo alcodlica: C¢H 206 +2ADP+2Pi2 — CH;CH>OH+CO; +2H,0+2ATP  (3)

2.4.1. Compostos secundirios da fermentagio

Segundo Lurton et al., (1995) durante a fermentagdo alcodlica, além do etanol, muitos
compostos importantes sdo produzidos, dentre estes encontram-se os alcoois superiores,
glicerol, aldeidos, ésteres e acetatos. Denominados de compostos secundarios, sua produgéo ¢

sempre pequena quando comparada com os aguicares convertidos em etanol e gas carbonico.

Um dos dlcoois mais importantes, em fung¢io do seu papel no aroma e sabor, presentes
nas bebidas alcodlicas sdo os dlcoois superiores, também denominados de alcool fusel
(WARD, 1991). O etanol (C,HsOH) representa o produto principal da fermentagéo alcodlica e
pode alcangar concentragdes extracelulares de 12 até 14% de volume em fermentag@o normal.
A formagdo de alcoois superiores nos vinhos depende de varios fatores, entre os quais podem
ser citados a composi¢do do mosto original (pH, concentragdo de agucares, contetido de
nitrogénio), o tipo de levedura utilizada na fermentagdo, condi¢gdes em que ocorre a

fermentagdo como temperatura, o nivel de aeragéo.

Os principais alcoois superiores sintetizados durante a fermentagdo alcoolica sdo o 1-
propanol ou n-propanol, 2-metil-1-propanol ou isobutanol, 2-metil-1-butanol ou alcool

amilico ativo e 3-metil-1-butanol ou dlcool isoamilico e o feniletanol (BARNET et al., 1990).
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2.5. Processos utilizados na fermentacio alcodlica

Os processos fermentativos, sdo conduzidos por micro-organismos, incluem um
conjunto de operagdes desde o tratamento da matéria-prima, preparacdo do meio de
fermentagdo, transformagdo do substrato em produto e caracterizagdo do produto obtido.
Esses bioprocessos sdo muito empregados nas industrias farmacéuticas, quimica e de
alimentos (OLIVEIRA, 2006). A fermentagdio alcodlica pode ser realizada através de dois
tipos de processos: o descontinuo (batelada), podendo ser simples ou alimentada e o continuo

que utiliza biorreator unico ou em série, com ou sem reciclagem de células.

2.6. Fatores que influenciam na fermentacdio alcoélica

As condigdes fisico-quimicas do meio fermentativo (pH, temperatura, concentragio de
substrato, aera¢do entre outras, tém grande influéncia sobre a produgdo de etanol durante o

processo fermentativo.
2.6.1. Potencial hidrogenionico (pH)

Os microrganismos necessitam que o meio fermentativo tenha um pH ideal (de 4,0 a
5,0), este pode afetar o crescimento celular e a formagdo do produto. Segundo Ward (1991),
Uma faixa de pH entre 3 e 6 na maioria das vezes favorecem o crescimento celular e a
atividade fermentativa e na formagdo de subprodutos como glicerol, cuja produgdo ¢
favorecida na presenga de pH elevados. O pH representa nomeio fermentativo um pardmetro
muito importante a se determinar, entretanto deve-se observar que a reprodugdo da células e
atividade fermentativa depende de um conjunto de fatores, pois a todo instante ocorrem

modificagdes e o pH possibilita verificar essas modificagdes (WARD,1991).
2.6.2. Temperatura

O efeito da temperatura é muito importante no processo fermentativo do &lcool,
existindo uma faixa ideal para a maioria das leveduras de 25 a 30 °C, podendo atingir até o
limite de 32°C. A presenga das leveduras em temperaturas maiores que 30 °C provoca uma
excessiva degradacdo das enzimas, desenvolvidas pelas leveduras, resultando em baixos
rendimentos alcodlicos. O metabolismo das leveduras libera 11,7 quilocalorias por cada

quilograma de substrato consumido. Geralmente, os vinhos brancos, quando produzidos em

temperaturas inferiores a 22°C, sdo beneficiados quanto ao sabor e aroma, ocorrendo um
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aumento na velocidade da fermentag@o, bem como nos niveis de glicerol, acetona, buteno-2,3-

diol, acetaldeido, piruvato e 2-cetoglutarato (WARD, 1991).

2.6.3. Substrato

Em relagdo ao efeito da concentragdo de agtcar, em concentragdes muito baixa em
agticares (menor que 3,0 g. L), as leveduras ndio se desenvolvem e a produtividade decai
acentuadamente. Em altas concentragdes, (o limite de saturagdo de agucares no mosto é
atingido quando se chega a 150 g. L™) o processo fermentativo é perturbado observando-se
uma inibigdo das enzimas no processo e a taxa de conversdo, como consequéncia, € reduzida.
Portanto, a adi¢do de sacarose & dorna ndo deve ser realizada de uma s6 vez, pois inibe o
fermento, favorecendo o surgimento de infecgdes e atraso da fermentagdo, podendo ser
introduzido de maneira parcelada. Se existir retardamento da fermentag#io, o procedimento
mais adequado consiste em reduzir a quantidade de mosto a cada adi¢do parcelada (RIBEIRO,
2010).

2.6.4. Inéculo

Sabe-se que as altas concentragcdes de leveduras favorecem fermentagdes mais
rapidas, com maior produtividade e controle contra contaminantes, além de restringir o
crescimento do proprio micro-organismo. Assim, elevadas concentragdes de leveduras exigem
maior energia de manutengdo, isto €, maior consumo de substrato para que as células se
mantenham vivas (LIMA et al., 2001). Em relagdo aos pardmetros cinéticos basicos da
fermentagdo alcoolica, a partir do suco de caju, observou-se que nos processos com maior

concentragdo de inoculo o tempo de fermentagéo foi reduzido (MARQUES, 2006).

2.7. Cinética da fermentacio alcodlica

No estudo da cinética das fermentagdes, um aspecto a ser considerado reside no fato
de que as concentragdes das enzimas, catalisadores das reagdes que se processam, nao
permanecem constantes no decorrer do tempo, 0 que vem complicar a analise dos problemas
envolvidos. Pode acontecer, em alguns casos, uma decomposigdo relativamente rapida desses
catalisadores, como decorréncia de condigdes ambientes pouco favoraveis, particularmente da
temperatura. Em muitos outros casos, as concentragdes das enzimas aumentam com o tempo,

O e S  aa—————————— ]
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frequentemente de modo considerdvel, como consequéncia da reprodugdio dos

microrganismos responsaveis pelas transformagdes.

Portanto, ¢ de fundamental importincia conhecer o significado pratico de como
acontece a velocidade das transformagdes e os fatores que nela influenciam. As
transformagdes em aprego dificilmente podem ser consideradas como reagdes quimicas
isoladas e bem definidas. Via de regra, a reagdo que nos interessa faz parte de um conjunto
pouco conhecido de transformagdes de alta complexidade, desenvolvido pela célula para

manter sua atividade vital nas condi¢des em que se encontram (BOZZANI, 2001).

No estudo da cinética das fermentagdes, alguns pontos devem ser levados em

consideragdo, como:

e As concentragdes dos microrganismos ou das enzimas catalisadoras do processo;
e Decomposi¢do relativamente rapida desses catalisadores;

e Temperatura desfavoravel,;

e Limitagdes consideraveis das técnicas experimentais das concentragdes.

Segundo Bozzaniet al. (2001), durante o crescimento exponencial do microrganismo ha
consideravel consumo de substrato, o que deveria acarretar, pela equagdo de Monod, uma
diminuig¢do de u, o que nfo se observa na pratica. Essa contradi¢do aparente podera, porém,
ser explicada, se levar em considerag@o que, na fase exponencial, a concentragdo de substrato
(S)deve ser muito superior a Ks, resultando pela equagdo de Monod, praticamente p = pmaxe,
portanto, p = cte. Sob as condi¢gdes fermentativas, a taxa de produgdo de etanol pode ser
avaliada, de acordo com a concentragdo de agicar no mosto, podendo ser ajustada pelo

modelo cinético de Monod.

S
Mx= p'méxK+sEqua¢ﬁo 1

onde:

u=velocidade especifica maxima de crescimento de microrganismo (g etanol g ! células h 7™);
Hma= velocidade especifica maxima (g etanol g 1 célulash ™);
S = concentragdo de agiicar no substrato (g.L™");

K= constante de saturagéo (valor 0,2 — 0,4 gL™h.
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O principal objetivo do estudo da cinética de processos fermentativos é o de avaliar
quantitativamente a taxa de crescimento celular (X), de consumo de substrato (S) e formagio
de produtos (P) e outros pardmetros: fator de conversdo de substrato em etanol (Y,s),
produtividade de etanol experimental (g/L.h™"), rendimento ou eficiéncia do processo
fermentativo (%), também sfo avaliados a influéncia de outros fatores como pH, acidez,

temperatura, inibidores, etc.

De acordo com Pacheco (2010), na fermentagdo alcodlica, o rendimento de biomassa
diminui com o aumento da concentra¢do de etanol, indicando uma relagdo entre o rendimento
da biomassa e a inibi¢do pelo produto. O etanol comega a ter efeito inibitério na taxa de
crescimento celular acima de 15g.L™". Portanto, a concentragio méxima de etanol permitida,
acima da qual as células ndo crescem, foi predita em112g.L™". Por outro lado, a inibigdo das
células pelo substrato ¢ menos importante do a inibicdo pelo etanol. Esses valores
experimentais de concentragdo, quando representados em fungdo do tempo, permitirdo os

perfis das curvas de ajuste, conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2 — Curvas obtidas de uma fermentagédo alcodlica em fungéo do tempo: X, P e S sdo as
concentragdes do microrganismo, do produto e do substrato residual, respectivamente.
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Esses valores representam parte de um conjunto de dados necessérios ao
dimensionamento de uma unidade produtiva, entretanto, sem o conhecimento da cinética

torna-se inviavel a transferéncia de um experimento de laboratério para a escala industrial.
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2.7.1. Rendimento teérico da fermentacio

O rendimento teérico maximo é obtido a partir do célculo estequiométrico de
tranformacdo da molécula de glicose a etanol, o fator estequiométrico, conhecido como
Rendimento Pasteur, (0,511g etanol/g glicose) ¢ considerado 95%, pois durante a fermentagéo
parte do aglcar (5%) ¢ metabolizado em produtos secunddrios, como glicerol, 4lcoois

superiores, entre outros (Lima et al., 2002; Oliveira, 2006).

CsHj2 Og levedura 2 C,HsOH + 2CO, + 2 ATP (4)

Observa-se que a partir do fator estequiométrico (0,511g de etanol) e da densidade do
alcool (0,789g/mL), 1g de glicose € convertido em 0,647 mL de etanol.

2.7.2. Monitoramento da fermentacio alcodlica

O monitoramento da fermentagdo alcoodlica para produgdo de bebidas deve ser feito,
verificando-se se as leveduras (Saccharomyces cerevisiae) estdo reduzindo o Brix, ou seja,
transformando os aglicares em dlcool. Além disso, ao longo do processo, podem ser
observados aspectos da fermentagéo, tais como visual, formag¢do de aromas, temperatura e
tempo de fermentagdo (RIBEIRO,2002). Assim, ¢ de fundamental importincia realizar um
estudo cinético do processo fermentativo, controlar bem as principais varidveis, caso

contrério, podem ocorrer variagdes na composi¢do quimica do suco.

Dentre as variaveis a serem monitorados, devem ser analisados, o teor de fermento na
dorna, a viabilidade celular, o teor alcodlico, o pH, o °Brix, a acidez total, a temperatura e a
concentragdo de agucar redutor total no mosto. As analises dos parametros citados devem ser
realizadas, no minimo, seis vezes ao dia, durante 48h de processo no laboratério (RIBEIRO,
2002; OLIVEIRA, 2006).

A fermentagdo principal inicia-se apos 5 a 6 h de processo, formando pouca espuma.
Essa fase termina quando as espumas desaparecem. A pés-fermentagdo é uma fase que dura
de 6 a 8 h; devendo durar o minimo possivel para evitar a infec¢do do vinho. Considerando-se
que, em vinhos brancos, ¢ necessario 1,7g de agucar para se obter 1 °GL (% v/v) e que o teor
médio de agtcares do pedinculo de caju € em torno de 10%, o fermentado de caju terd um
teor alcodlico em torno de 6 °GL. Desse modo, para se obter um vinho de mesa com 10,5

°GL, é necessaria a adi¢do de agtcar até 18 °Brix (GARRUTI et al., 2003).
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A temperatura da fermentagdo deve permanecer entre 25 e 30°C, para favorecer a
extragdo dos compostos fenélicos, quando necessario ¢ feita a corregdo do teor de agticar do
mosto com sacarose (chaptalizagdo). A fermentagdo alcodlica é concluida quando cessa o
desprendimento de diéxido de carbono e o teor de agucar total for inferior a 3,0 gL
(EMBRAPA, 2006). A maioria das leveduras necessita que o meio fermentativo tenha um pH
ideal (entre 4,0 e 5,0), também precisa de oxigénio para aumentar sua vida vegetativa na
primeira fase de crescimento e da transformagdo em 4lcool, na segunda fase da fermentagdo
(LIMA, et al., 2004). Para a produgdo do dlcool hidratado, ap6s completa fermentagéo, o

mosto fermentado, devera apresentar uma concentragéo alcodlica entre 7 e 10 °GL.
2.8. Destilados alcodlicos

Os destilados alcodlicos sdo obtidos apds passar pela evaporagdo e posterior
condensagdo do liquido que dar origem & bebida, processo utilizado para eliminar as
impurezasdo produto. A Legislagdo Brasileira define alcool etilico potével de origem agricola
como o produto com graduagdo alcodlica minima de 95% em volume a 20°C, obtido pela
destilo-retificagdo de mostos provenientes unicamente de matéria-prima de origem agricola,
de natureza agucarada ou amilacea, resultante da fermentagdo alcodlica, como também o
produto da retificagdo de aguardente ou de destilado alcodlico simples. A citada legislagdo
estabelece, ainda, que na denominag@o do alcool etilico potavel de origem agricola, quando
houver referéncia a matéria-prima utilizada, o 4lcool devera ser obtido exclusivamente dessa

matéria-prima.
2.9. Hidroélisedcida de materiais lignocelulésicos

2.9.1. Biomassa lignocelulésica

Do ponto de vista energético, biomassa € todo recurso renovével oriundo de matéria
orgénica (de origem animal ou vegetal) que pode ser utilizada na produgdo de energia. Assim
como a energia hidraulica e outras fontes renovaveis, a biomassa ¢ uma forma direta de
energia solar. Essa energia quimica, contida na biomassa, pode ser liberada diretamente por
combustiio, ou convertida através de processos biotecnologicos em outras fontes energéticas
como alcool e o biodiesel. A primeira geragdo de biocombustiveis requer a utilizagdo de
produtos agricolas como matéria-prima (sacarose de cana-de-agucar, sacarose de frutas, etc.),
enquanto a segunda geragdo utiliza residuos agricolas e agroindustriais (celulose do bagaco de
cana-de-agucar, celulose do bagago de frutas, entre outros).
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A maior promessa para um futuro proximo € o aproveitamento desses residuos
lignocelulésicos, principalmente da palha e do bagago de cana, atualmente utilizados para
geragdo de energia térmica ou ra¢do animal. O grande desafio é transformar a celulose

presente na palha e nos bagacos de cana, de frutas e de residuos de outros materiais para

produzir alcool combustivel.

2.10. Composi¢do quimica dos materiais lignocelulésicos

Em termos macromoleculares temos basicamente, no material lignocelulésico, as
substancias macromoleculares: celulose, polioses e ligninas. As substincias orgénicas de
baixa massa molar sdo tratadas genericamente como extrativose as inorgénicas, em geral,
como cinzas (FENGEL & WEGENER,1984; ARAUJO, 2000).

A elevada disponibilidade de fibras lignoceluldsicas, como fonte renovavel para a
produgdo de etanol, pode abrir uma grande perspectiva para avangos biotecnologicos que
agreguem valor aos produtos obtidos a partir dos residuos da agroindustria.A biomassa
lignocelulésica inclui varios residuos agricolas (palhas, cascas, caules, bagagos), madeiras de
coniferas e folhosas, residuos de industrias de polpa e papel, e colheitas herbaceas. A seguir,
na tabela 3 é apresentada a composigdo quimica de alguns materiais lignoceluldsicos.

Observando a tabela 2, verifica-se que a composi¢do quimica destes materiais é muito
variavel; mostrando que o componente mais abundante € a celulose, seguido de hemicelulose
(polioses) e lignina. As cinzas e outros constituintes, denominados extrativos, compdem a
fragdo remanescente destas biomassas vegetais (OLIVEIRA, 2007; SILVA, 2009).

Tabela 2 - Composi¢do quimica de alguns materiais lignoceluldsicos

Materiais Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%)
Lignocelulésicos

Forragem de milho 38 —40 28 7-21 36-7
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41 -45 2,7-10,2
Fibra de bagaco 32-48 19-24 23-32 1,5-5
Fibra de bananeira 60 — 65 6-8 5-10 4,7
Palha de trigo 33-38 26-32 17-19 6-8
Palha de arroz 28 - 36 23-28 12-14 14 -20
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19 2-7

Fonte: (SILVA, 2009).
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2.10.1. Celulose

A celulose € considerada a principal constituinte dos organismos vivos € um polimero
linear formado por unidades de celobiose, estrutura formada através de ligagdes B-1,4-
glicosidicas (figura 3), resultando num polimero de alto peso molecular.

Suas cadeias se juntam na constituicdo da estrutura vegetal formando regides
cristalinas,devido a formagdo de pontes de hidrogénio intra e intermoleculares (gerando
rigidez e arranjo tridimensional organizado as cadeias), intercaladas por regides amorfas.

O alinhamento das moléculas leva a formag@o das micelas, que se unem para formar
as micro fibrilas. As micro fibrilas se unem formando as macro fibrilas que juntas com as

polioses e a lignina formam a parede celular.

Figura 3 - Estrutura da celulose constituida de unidades de celobiose (formadas por B-D-
glicopiranose), apresentando destacadas as pontas redutoras e ndo-redutoras (Fengel e
Wegener, 1984; Hon,1994; Araujo, 2000).

ponta celobicse ponta

2.10.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses ou polioses s@io estruturas formadas por unidades de pentoses
(pentosanas) e hexoses (hexosanas). Estas unidades de monossacarideos podem ser divididas,
basicamente, em quatro grupos: as pentoses, as hexoses, os 4cidos hexurdnicos e as
desoxihexoses (FENGEL & WEGENER, 1984; D’ALMEIDA, 1988; ARAUJO, 2000).

As polioses, apesar de apresentarem estruturas semelhantes a da celulose, apresentam
diferencas importantes de reatividade (figura 4). Estas diferengas sfio provocadas,
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basicamente, pela constitui¢do fisica amorfa das polioses, enquanto que a celulose apresenta
regides cristalinas (ARAUJO, 2000).

Enquanto a celulose, como substincia quimica, contém somente a D-glucose como
unidade fundamental nas hemiceluloses, os aglicares presentes podem ser divididos em
diferentes grupos, como pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-glucose, D-manose, D-
galactose), acidos hexurénicos (acido 4-O metilglucurénico e acido D-galacturénico) e
desoxihexoses (L-ramnose e fucose), em proporgdes variadas.

Observa-se na figura 4, que algumas das unidades de aglicares que compdem as
hemiceluloses possuem cinco atomos de carbono, sendo denominadas pentoses, outras

possuem seis atomos de carbono, sendo denominadas hexoses.

Os polimeros formados pela condensagdo de pentoses sdo chamados pentosanas e 0s

formados por hexoses, hexosanas.

Figura 4 - Acgucares que compdem a hemicelulose (polioses)
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2.10.3. Lignina

Depois da celulose, a lignina ¢ a macromolécula organica mais importante e abundante
dentre os materiais lignocelulosicos. As ligninas sio macromoléculas com estruturas muito
complexas, multifuncionais, ricas em estruturas aromaticas, amorfa, muito ramificada e,ha
varios anos vem sendo objeto de estudos, em face de suas caracteristicas quimicas e
potencialidades em termos de futuras aplicagdes (ARAUJO, 2000).

Existem basicamente trés precursores primdrios para abiossintese de ligninas cujas
nomenclaturas estdo associadas, percentualmente, aos substituintes em unidades de
fenilpropano (consideradas unidades bésicas da macromolécula): p-hidroxifenila, guiacila e
siringila. Existem algumas propostas de modelos de estrutura de lignina apresentados na
literatura (FENGEL & WEGENER, 1984; ARAUJO, 2000). A diferenga bésica entre a
lignina das folhosas e a das coniferas reside no fato da lignina das coniferas ser constituida,
principalmente, por unidades de guaiacila, enquanto que a das folhosas por unidades de
guaiacila e siringila. Na figura 5, temos um modelo estrutural da lignina de folhosas proposto
por Nimz.

Figura 5 - Modelo estrutural da lignina de folhosas proposto por Nimz (Fengel e Wegener,

1984; Aratjo, 2000).
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2.10.4. Extrativos

O termo “extrativos” ¢ usado para designar os compostos orgénicos ndo poliméricos,
tanto lipofilicos como hidrofilicos, que sdo facilmente removiveis da madeira ou de outros
materiais lignocelulésicos. Existem em menor propor¢do que os constituintes
macromoleculares e as suas fung¢des na célula vegetal sdo, de um modo geral, de protegdo
exterior e de reserva de nutrientes lignocelulésicos (SECA et al, 2000; FREIRE,
2003;COELHO, 2006).

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos por uma extensa variedade de
extrativos orgénicos, os quais podem ser extraidos por solventes polares ou apolares. Sdo
exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras, alcaldides, proteinas, fendlicos, agucares
simples, pectinas, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido, glicosideos, saponinas e 6leos
essenciais (FENGEL & WEGENER,1989; SILVA, 2009).

2.10.5. Cinzas

A composi¢do mineral de um material é refletida globalmente no seu teor de cinzas,
o qual é determinado apds calcinagdo da amostra em mufla elétrica entre 550 e 600 °C.
Fundamentalmente, estes compostos sdo sais inorgdnicos de calcio, potissio e magnésio,
existem em menor quantidade que os constituintes macromoleculares, e formam carbonatos,
silicatos, oxalatos e fosfatos (COELHO, 2006).

2.11.Bagaco do pedinculo de caju

No Brasil, a denominag¢do de bagaco, inclui os descartes de materiais soélidos
provenientes dos processos industriais, comerciais e agricolas. O conhecimento da
composi¢do dos residuos é primordial para se determinar o tipo de aproveitamento destes
materiais.

Na industrializagdo do pseudofruto do caju (Amnacardium occidentale, L.) para
produgdio de sucos, sdo gerados em torno de 40% de bagaco. Entretanto, estima-se que em
torno de 2 milhdes de toneladas de pedinculo sejam perdidos anualmente (PINHO, 2009).

O aproveitamento do pedunculo do caju é extremamente interessante, pois este
constitui uma fonte de compostos de alto valor agregado em razdio de suas propriedades
funcionais em alimentos (BARRETO et al., 2007).
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Os principais co-produtos do caju utilizados na alimentacdo animal so a farinha da
castanha e o farelo do bagaco de caju. O bagago de caju, obtido apés o processamento do suco
a partir do pedinculo, constitui uma rica fonte de fendis, 4cido ascérbico (AA) e carotenoides,
0s quais se constituem em produtos de alto valor agregado em raziio de suas fun¢des benéficas
a saude humana. A presenga destes compostos em alimentos como frutas e vegetais tem sido
associada a baixa incidéncia de doengas degenerativas, como céncer e doengas do coragfo, e
aumento da resisténcia imunoldgica (BARRETO et al., 2007).

De acordo com Meneses e Rodrigues (2010), os principais agticares encontrados no
pedinculo do caju sdo: maltose, sacarose, glicose, celobiose e rafinose, sendo que a glicose ¢é

o principal agucar presente, seguido pela frutose.

2.12. Producéo de bioetanol a partir de materiais lignocelulésicos

A produgdo de élcool etilico a partir de matérias-primas celuldsicas tem sido objetivo
de estudo ao longo de muitos anos com a finalidade de desenvolver e melhorar a eficiéncia
dos processos de produgdo e tratamento dos produtos obtidos. Os Estados Unidos, a Suécia, a
Franga e a India entre outros, podem considerar-se paises pioneiros nessas investigagdes
(Diniz, 2008). O etanol celulésico representa a segunda gera¢do de biocombustiveis.
Enquanto a primeira geragéo requer a utilizagdo de produtos agricolas como matéria-prima
(sacarose de cana-de-agucar, sacarose de frutas, melaco, etc.), a segunda geragdo utiliza
residuos agricolas e agroindustriais (celulose do bagago e da palha da cana-de-agucar,
celulose do bagago e cascas de frutas, etc.) como insumos na produgdo de biocombustiveis.

Devido ameaga eminente de declinio da produgéo do petréleo, a humanidade tende a
buscar fontes renovaveis para substitui-lo, ndo s6 como combustivel, mas também como
matéria-prima para as atuais industrias de produtos petroquimicos. Esta necessidade eminente
de fontes alternativas de energia e insumos quimicos tem mobilizado muitos pesquisadores
em todo o mundo (ARAUJO, 2000).

O bioetanol vem sendo produzido pela hidrélise e fermentagdo de materiais
lignoceluldsicos desde o fim do século XIX, mas somente nos tltimos 20 anos essa tecnologia
tem sido proposta para atender o mercado de combustiveis.

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

No Brasil, o mais antigo e atuante grupo de pesquisas na 4rea de produgdo de alcool
de celulose por via acida teve inicio em 1977, na Fundagfio de Tecnologia Industrial (FTT) -
USP - Campus de Lorena, tendo as atividades abrangidas estudos em laboratérios, bancadas e
escala-piloto (ROSSEL & SOARES, 2007).

Outro projeto utilizando solvente orgénico e 4cido diluido, para extragfio da lignina,
vem sendo desenvolvido pelo grupo Dedini desde 1980. As pesquisas iniciadas pela Dedini
em laboratdrio, contaram com a parceria da Rhodia e se estenderam até 1996. Originalmente
o processo foi desenvolvido para um solvente organico baseado na mistura de acetona/agua e
depois, a partir de 1999, para etanol/agua. O processo originado em patentes de Lazlo Panzer,
foi totalmente reformulado para as condigdes Brasileiras e adaptado ao setor sucro-alcooleiro,
tornando-se um novo conceito de tecnologia Organossolve patenteado pela Dedini, com o
nome de Dedini Hidrélise Rapida - DHR. O DHR passou por estagios de desenvolvimento em
laboratério, em escala piloto, até atingir o estidgio atual de uma planta semi-
industria(ROSSEL & SOARES, 2007).

A produgdo de etanol de segunda geragdo a partir de residuos lignoceluldsicos
basicamente apresenta-se em quatro etapas principais: pré-hidrolise e deslignificagdo da
biomassa lignocelulésica, hidrélise acida e/ou enzimatica dos carboidratos (celulose e
hemicelulose) em aglicares monoméricos, fermentagdo dos agucares do hidrolisado e

destilagdo do bioetanol.

2.13. Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Para converter carboidratos em etanol, estes polimeros devem ser quebrados em
agticares de menor peso molecular, basicamente mondmeros, antes que micro-organismos
empregados na fermentagdo entrem em contato com o material. Durante o processo de pré-
hidrélise com acido diluido, as hemiceluloses presentes nos materiais lignoceluldsicos sdo
hidrolisadas em agucares (xilose, arabinose, entre outros), os quais sdo soluveis em agua e ha
formagdo de um residuo sélido rico em celulose e lignina (celulignina).Para a etapa de pré-
tratamento, varios processos tém sido propostos e desenvolvidos podendo-se destacar os
processos fisicos, quimicos, bioldgicos ou uma combinagdo destes (SUN & CHENG, 2002).

A presenga de lignina e de hemiceluloses dificulta o acesso a celulose, afetando a eficiéncia

da hidrélise. A finalidade do pré-tratamento consiste em remover ou modificar a estrutura da
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lignina e das hemiceluloses ao ataque enzimatico ou 4cido, evitando a degradagiio da celulose
(GARZON FUENTES, 2009).

Portanto, um processamento prévio e adequado destes materiais torna-se necessrio

para romper a parede celular (barreira fisica), bem como diminuir a cristalinidade da celulose

¢ a associagdo com a lignina para que os catalisadores acidos ou enzimaticos possam acessar a

macroestrutura da biomassa a fim de aumentar o rendimento de conversio da celulose em
glicose (MOSIERet al., 2005; WYMAN et al., 2005; HIMMEL et al., 2007). Os principais
métodos de pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos para a producgdo de etanol estdo

listados na tabela 3.

Tabela 3- Principais métodos de pré-tratamento das biomassas lignocelul6sicas para a
produgdo de etanol (SADDLER & RAMOS; BREUIL, 1993; SANCHEZ & CARDONA,

2008; SILVA, 2009).

Meétodos fisicos Meétodos quimicos Meétodos biologicos Meétodos
combinados
Vapor Ozonélise Pré-tratamento por Explosdo a vapor
fungos (de
decomposig¢io branca,
parda)
diluido (H>SO4, HCL, Biocorganossolv
HNO,; H;POy) (tratado com
Ceriporionsi
subvermispora
seguido de etandlise)
Moinho de bola Hidrélise com éacido SO; e vapor
concentrado (H,SOy,
Moinho do tipo Acido Acético NO, e irradiagio
Martelo
. - Hidrolise alcali pramronmp—
(NaOH, Ca(OH),) de bolas
Umidificaca o Aménia e vapor
(AFEX)
Agua quente SO, Explosio com CO,
oxidativa
Processo Organossolv
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2.13.1. Pré-tratamentos quimicos

Os pré-tratamentos quimicos podem ser definidos como técnicas que envolvem
agentes quimicos tais como 4cidos, bases, solventes organicos. Um tratamento quimico tem
como objetivo aumentar a superficie do substrato por inchagdo das fibras e a modificagio ou a
remog¢do da hemicelulose e/ou da lignina para fazer a celulose mais accessivel para hidrolise
enziméatica (MOISER et al., 2005; GARZON FUENTES, 2009).

2.13.2.Pré-tratamentocom acido

Dentre os tipos de pré-tratamento existentes a hidrélise utilizando 4acido diluido tem
sido aplicada a diversos residuos agricolas, empregando-se uma extensa faixa de catalisadores
tais como os acidos sulfirico, cloridrico, fosférico, nitrico e hidroclérico (RAMOS, 2003;
SEABRA, 2008; SILVA, 2009). O Processo de pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos
utilizando 4cido diluido é conduzido sob alta temperatura e pressdo, e tem um tempo de
reagdo na faixa de segundos ou minutos, com o objetivo de solubilizar a hemicelulose ¢, com

isso, deixar a celulose mais acessivel para a etapa de sacarificacdo.

O processo pode ser realizado com acido diluido ou concentrado, entretanto, o uso de
acidos concentrados, além da maior solubilizagdo de hemicelulose, favorece maior
precipita¢do de lignina solubilizada, maior formagdo de hidroximetilfurfural (produto de
degradagdo da celulose) e furfural (produto de degradagdo da hemicelulose), respectivamente,
e maior liberagdo de acido acético pela desacetilagdo da hemicelulose, todos estes compostos
atuam como inibidores da fermentagdo para produgdo de etanol (FENGEL &WEGENER,
1989; SHEVCHENKO; BEATSON & SADDLER, 1999; LIU & WYMAN; RAMOS, 2003;
SILVA, 2009).

De outro lado, o pré-tratamento da biomassa vegetal com 4cido diluido ¢ bastante
empregado, pois as reagdes secundarias gerando produtos de degradagdo sdo menos
pronunciadas do que usando o acido concentrado e a digestibilidade do material pré-tratado
correlaciona bem com a remogdo da fragdo hemicelulésica. Durante o pré-tratamento com
acido diluido dos materiais lignoceluldsicos ocorre hidrélise da hemicelulose em agticares
(xilose, arabinose, entre outros), os quais sdo soliveis em dgua e formam um residuo sélido

rico em celulose e lignina. Historicamente a hidrélise com acido sulfirico diluido tem sido o

processo preferido para aplicagdes industriais, por conta do alto rendimento de aglcares a
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partir da hemicelulose (75-90% de xilose) e também para tornar mais eficiente o processo de
hidrélise 4cida da celulose (SILVA, 2009).

2.13.3. Processos com dcido diluido

O primeiro processo pratico, “The Scholler-Tornesch™, foi desenvolvido na
Alemanha em 1930. Foi modificado nos Estados Unidos como processo “Madison” e
“Tennesse Valley Authority (TVA)”, e foi introduzido na Suiga, Alemanha e Japdo.
Entretanto, apés a segunda guerra mundial, o processo foi usado somente na ex- Unido
Soviética e em alguns paises socialistas.

A hidrélise acida diluida ¢ adequada para a operagdo em larga escala, pois a corrosdo
das partes metalicas do reator durante o processo deve ser menor que na hidrélise acida
concentrada. Entretanto, esse processo também tem véarios problemas. No processo de acido
diluido ndo é possivel esperar o inchamento da regido cristalina da celulose (RODRIGUES,
2007).

2.13.4.Processos com dcido concentrado

A aplicagdo do processo com 4acido sulfirico concentrado foi extensivamente
estudado antes e depois da 2* guerra mundial, e aplicag¢des praticas foram feitas nos Estados
Unidos, Italia e Japdo. Um processo chamado Peoria foi desenvolvido por “Northern Regional
ResearchLaboratory” em Illinois, e outro processo chamado de “Jordany-Reon” foi
desenvolvido em Bozen, Itdlia. Um processo diferente também foi desenvolvido no Japdo
com a ajuda do governo em 1948 e foi chamado de Hokkaido. Uma planta industrial usando
este processo foi construida em Asahikawa, Hokkaido em 1963 com uma capacidade de 100
toneladas de madeira seca por dia. Entretanto a planta foi forgada a parar a operagdo apds um
ano, devido principalmente a circunstincias econdmicas. Esse processo basicamente consiste
de trés etapas: a) pré-hidrélise com vapor superaquecido a 185 °C e 2h, b) pré-hidrolisado foi
misturado com 80% de acido sulftirico e mantido de 60 a 65 °C por 3 a 5 min, c¢) apos a
hidrélise a mistura diluida com agua e residuo insoluvel foi filtrada.

As razdes basicas pelas quais a planta em Asahikawa parou apés um ano foram: 1) a
sacarificagdo da madeira foi economicamente vidvel somente em uma situagdo de emergéncia
tal como a guerra, 2) conversdes insuficientes e ndo-homogéneas da fragdo de hemicelulose a
furfural no estigio de pré-hidrélise foi outro sério problema, 3) severa corrosdo das partes
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metalicas da planta. Enfim, a hidrélise de biomassa com éacido concentrada ¢ limitada pela
corrosdo e custo alto de recuperagdo de acido (HON et al.; RODRIGUES, 2007).

2.14. Processos de polpacio

A polpagdo € considerada a técnica mais importante para a conversdo dos materiais
lignocelulésicos e tem como principal objetivo a obtengdo de celulose para a producédo de
papel.Entretanto, para a utilizagdo eficiente dos materiais lignoceludsicos € necessaria a
separa¢do de seus componentes macromoleculares (celulose, hemiceluloses e lignina). Os
processos de polpacdo se dividem em dois grandes grupos: o mecéanico e 0 quimico.

A primeira avaliagdo feita apoés a polpagdo € o rendimento em polpa, que € um
pardmetro para a classificagio dos processos e depende fundamentalmente da matéria-prima e
das condigdes de cozimento. O rendimento total pode ser avaliado como a relagdo percentual
entre a massa de polpa obtida e a massa inicial de material lignocelulésico (PRISCILA
BENAR, 1992).

2.14.1. Classificagiio dos processos quimicos de polpacio

Existem varios métodos quimicos utilizados para a remogéo de lignina das biomassas
vegetais e dentre eles estdo a polpagdo soda, polpagdo soda-antraquinona, polpagdo sulfito,
polpagdo kraft e polpagdo organosolv (SANCHEZ; CARDONA, 2008).

Por outro lado, quando o material lignocelulésico ja foi submetido a um processo de
pré-hidrélise com 4cido diluido, torna a lignina mais exposta e fragilizada, a técnica utilizada
para remogdo da lignina ¢ a extragdo alcalina, que consiste do mesmo processo da polpagdo
soda, porém em condi¢des de reagdo mais adequadas (concentragdo de élcali e temperaturas)
para cada tipo de material lignocelulésico em estudo (SILVA, 2009). No processo de
polpagdo soda, o agente deslignificante é o hidroxido de sédio (NaOH) e caracteriza-se pela
produgdo de polpas com menor resisténcia quando comparado ao processo kraft.

Nos processos de polpagdo quimica obtém-se rendimentos baixos devido a uma
grande extra¢do de lignina e de hemiceluloses, além de alguma degradacdo de celulose. O
conhecimento destes processos de remogdo dos varios componentes da biomassa € importante
para um controle mais eficiente da qualidade da polpa (SANSIGOLO; CURVELO &
ARAUIJO, 2000) e dos produtos resultantes.

Os processos quimicos soda, kraft e sulfito sdo processos que utilizam agua como

solvente e requerem o uso de reagentes inorgdnicos para a quebra de ligagdes e conseqiiente
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remogdo da lignina). Dependendo dos agentes usados na deslignificagdo, os processos sdo
classificados em alcalinos ou 4cidos. Dentre os alcalinos, os principais sfo: processos soda,
sulfato e Kraft. Dentre os 4cidos: processos sulfito-acido e bissulfito (ARAUJO, 2000).

Processo quimico que usa no licor de cozimento uma associagido de hidréxido de
sodio com sulfeto de s6dio que, em solugdo, geram os ions OH-, HS- e S= responséveis por
todo o processo de polpagdo.

Inicialmente a a¢@o da hidroxila gera a formagio de radicais fen6xidos, que leva a
quebra das ligagdes a-O-4 e a formagdo de metilenoquinona. A agfio nucleofilica dos fons
sulfeto e hidrogenossulfeto sobre as quinonas formadas levam a quebra das ligagdesp-0-4. Os
processos soda e kraft sdo muito semelhantes, estando a diferenga fundamental na composigdo
do licor de cozimento. O processos soda utiliza exclusivamente hidréxido de sddio (NaOH),
enquanto que o kraft emprega uma mistura de hidréxido e sulfeto de sédio (Na,S).

Este tipo de tratamento, geralmente utiliza solugdes alcalinas diluidas, ocasiona
deslignificagdo, diminui¢do da cristalinidade da celulose, inchago da amostra, redugéo do grau
de polimerizagd@o e aumento da porosidade (GARCIA, 2009).

2.15. Cinética de tratamento de biomassa

Estudos cinéticos aplicados ao tratamento de biomassa ainda ndo sdo muito
difundidos, o que torna a pesquisa interessante neste sentido. E importante estudar
detalhadamente esse tratamento a fim de tirar todos os dados cinéticos possiveis para uma

posterior escolha do melhor ponto do processo.

2.15.1. As etapas cinéticas de processos de polpacio
Os processos de polpagédo/deslignificagdo podem ser considerados como reagdes

heterogéneas bifasicas, sendo a biomassa a fase sélida e o licor a fase liquida (WILDER
&DALEWKI, 1965; ARAUJO, 2000).

2.15.2.Aspectos cinéticos da deslignificagio

Tradicionalmente a deslignificagdo ¢ tratada como uma reagio de pseudo primeira
ordem que ocorre em trés fases: inicial, principal e residual. Normalmente cada fase € tratada
individualmente, por linearizagdo (ARAUJO, 2000). Matematicamente a equagio cinética
pode ser descrita por:
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3 Equacgdo2

Integrando a equagéo (2) isotermicamente e, considerando que a t = 0, a concentragfo [L]t =

[L]0, teremos:

= t+In Equagdo 3

onde L ¢ a concentra¢do de lignina residual, Ly € o teor de lignina original, K.ps € a constante
de velocidade observada e, C € a constante de integragdo.

Logo o grafico de In [L]t versus o tempo de polpagdo apresentara comportamento
grafico aproximado ao descrito pela figura 6.

Em termos praticos as fases principais e residuais sdo comumente observadas,
principalmente em temperaturas mais elevadas. As temperaturas mais baixas ndo permitem,
normalmente, que o processo atinja a fase residual de deslignificagdo. A etapa inicial,
teoricamente, se caracteriza por uma baixa deslignificagio e uma grande saida de
polissacarideos (EMSLEY& STEVENS, 1994& ARAUIJO, 2000).

Nesta etapa, ocorre basicamente a difusdo dos reagentes (SARKNEN,1990;
ARAUJO, 2000) que é uma das mais importantes fases para o processo de deslignificaggo.

Figura 6 — Grafico modelo de uma cinética de um processo de deslignificagdo mostrando as
trés etapas: inicial, principal e residual (PEREZ, 1996; ARAUIJO, 2000).

Ln (Lignina Residual)
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A deslignificagdo ocorre realmente na fase principal, principalmente porque é nesta
fase que a maior parte das clivagens de ligagdes a-O-4 e B-O-4 acontecem. Na fase inicial é
observada uma elevada retira de polissacarideos e, em alguns casos a remogdo de extrativos,
favorecendo assim a difusdo dos reagentes. Na etapa residual o processo de deslignificago é
mais lento. Nesta etapa, ocorre um aumento substancial na degradagdo dos polissacarideos e
pode ocorrer também, condensagdo de lignina do licor sobre a matriz sélida (ARAUJO,
2000).

2.16.Hidrdélise acida de materiais lignocelulésicos

Nos processos de hidrolise de biomassa, a celulose € catalisada por acidos ou enzimas
especificas, denominados de hidrdlise acida ou enzimatica, em diferentes concentragdes e
com variagdes de temperaturas e tempos de reagéo.

Na maioria dos processos de hidrélise acida de materiais lignocelulésicos aplica-se
um pré-tratamento ao material a hidrolisar que inclui uma etapa de pré-hidrolise. Nesta etapa
sdo hidrolisadas as hemiceluloses e a celulose em estado amorfo (que representa 10 a 30% da
celulose total), em condig¢des operacionais previamente definidas de modo a obter os maiores
rendimentos em xilose e glicose, e a minimizar a decomposi¢do da xilose em furfural (Diniz,
2008). Os agucares obtidos a partir destas hidrélises podem ser utilizados em processos
fermentativos para a produgéo de alcool.

A hidrolise acida é executada por meio do uso de acidos sulfiirico, cloridrico, fosforico
ou nitrico, concentrados ou diluidos, o processo também gera compostos toxicos inibidores do
processo fermentativo. Geralmente, os processos de hidrélise 4cida das celuloses utilizam
temperaturas altas e acidos diluidos ou 4cidos concentrados e temperaturas baixas, devido a
necessidade de fornecer ao reator a energia necesséria para provocar a ruptura da estrutura
organizada dos cristais de celulose (DINIZ, 2008).

A hidrdlise acida (tanto concentrada quanto diluida) ocorre em dois estagios, devido
as diferengas entre a hemicelulose e a celulose. O primeiro envolve a hidrdlise da
hemicelulose, conduzida conforme as condi¢gdes do pré-tratamento. No segundo estagio,
temperaturas mais altas sdio aplicadas, buscando otimizar a hidrélise da fragdo celulésica. O
processo com 4cido diluido utiliza altas temperaturas e pressdes, com tempos de reagdo de
segundos a alguns minutos, o que facilita o uso de processos continuos. J& os processos com
4cido concentrado sdo conduzidos em condigdes mais brandas, com tempos de reagdo
tipicamente mais longos (DIPARDO, 2000).
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A hidrolise da celulose catalisada por 4cido é uma reagdo complexa e heterogénea,
envolvendo fatores fisicos e quimicos seguindo o mecanismo de clivagem das ligagdes
glicosidicas B- 1,4. Durante a hidrélise 4cida, a xilose é rapidamente degradada a furfural e
outros co-produtos de condensagdo, os quais sdo inibitorios a microrganismos (Rao et al.,
2006). A hidrolise com a utilizagdo de acidos produz também o furfural, hidroximetilfurfural
e acido acético, resultantes da degradagdo das hexoses e pentoses submetidos a um meio 4cido
e de alta temperatura (MUSSATO & ROBERTO, 2004; KIIPER, 2009), os quais sdo
produtos toxicos as leveduras e prejudicam a fermentagdo do hidrolisado e, dependendo de
suas concentragdes, podem inibir a fermentabilidade das leveduras (LASER ET AL, 2001;
MATOS, 2001; KIIPPER, 2009).

Apos a hidrolise acida, além dos compostos toxicos, o pH do hidrolisado deve ser
neutralizado para que o meio seja favoravel a fermentagdo (TAHERZARDEH & KARIMI,
2007; KIIPER, 2009). A lignina € o grande obsticulo neste processo todo. A quebra dessa
substéncia libera fenéis e outros componentes que inibem o processo fermentativo (FAPESP,
2007).

2.16.1. Determinacio de rendimento de sacarificaciio de biomassa

O célculo do rendimento tedrico de uma reagdo consiste em determinar a quantidade
de um determinado produto a partir de certa quantidade de massa de reagente inicial, levando
em consideragdo ou ndo a formacgdo de produtos secundarios. O rendimento € entendido como
tedrico quando o célculo estequiométrico € feito considerando a estequiometria de uma tnica
reagdo com o consumo total do reagente limitante (SILVA, 2011). A determinagdo do
rendimento em agucares na hidrélise de material lignocelul6sico, da fermentagéo alcodlica de
mostos de sacarose, catalisada pela enzima invertase de células de levedura, obedece a uma

relagdo molar estequiométrica entre reagentes e produtos de uma reagdo.

Ci2Hx O + H,O invertasel 2CgH 206 (3)

O rendimento ideal de hidrolise da sacarose é:

_ g (hexoses) _ 360g hexoses

=1,0526g hexoses/g sacarose.
g (sacarose) 342g sacarose

Logo, 1,0526g de hexoses (glicose e frutose) sdo formadas a partir de 1,0g de
sacarose (LOPES & BORGES, 2009).Na hidrélise acida ou enzimatica dos carboidratos

(hemicelulose e celulose) da biomassa vegetal, o catalisador pode ser um 4cido ou uma
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mistura de enzimas, a sacarificagio ocorre em condigdes mais severas que a hidrolise da

sacarose catalisada por enzimas, entretanto, os célculos tedricos de rendimento sdo analogos.

A reagdo quimica a seguir representa a sacarificagdo das xilanas que contém a

hemicelulose.
(CsHgOg)n+ nH,0O H' nCsH;¢0s (6)
—_—
Xilanas Xilose

Considerando n = 1, tem-se

CsHgO4+ H,O H+ C5H1005 (7)
—_—

150g xilose

Logo, o rendimento teodrico é:R= ————
132g xilanas

= 1, 1364 g xilose/g xilanas.

Portanto, 1,1364 g de xilose é produzida na hidrélise de 1,0 g de xilanas de

hemicelulose.

Na sacarificagiio acida da biomassa, a reagdo quimica a seguir representa a hidrdlise

da celulose.
(CeH00s)n+ nH,O H+ nCgH 206 (8)
Celulose Glicose

Fazendon=1,

CeH;005+H,O H+ CsH 1206 (9)
——

Logo, o rendimento tedrico é:

g (glicose) __ 180g glicose
g (celulose) 162g celulose

=1,1111g glicose/g celulose

Entdo, para cada 1g de celulose hidrolisada produz 1,1111g de glicose (SILVA,
2011).

No procedimento pratico de hidrolise acida € impossivel obter quantidades
estequiométricas, devido ocorrer formagdo de produtos de degradagdo dos agucares
solubilizados (furfural e hidroximetilfurfural), além da liberagdo de acidos aliféticos (acético e

formico), metanol e acetonas que estdo ligados a cadeia principal do polimero na forma de
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substituintes, como ¢ o caso da hemicelulose. Portanto, o calculo de rendimento de agticares
solubilizados deve ser realizado considerando a concentragdo de aguicar solivel no
hidrolisado, quando ¢ feita a caracterizagdo da composi¢do quimica do material, conforme
equagdo 4 (SLUITER et al., 2006; SILVA, 2011).

lagucar](g/L)

= [apicar]o(g /L)A 100 Equacgdo 4

Assim, [aguicar]é a concentragdo de agucar (glicose, xilose) existente no hidrolisado
expresso em g/L e [agiicar]o é a concentragdo de aglicar (glicose, xilose) determinado na

caracterizagdo da biomassa, expresso em g/L.

Os teores de aglicares totais na hidrélise de matéria lignoceluldsica vegetal podem
ser estimados pela resolugdo abaixo, que relaciona os rendimentos tedricos de sacarifica¢do
das fragdes hemiceluldsicas (150/132) e celuldsicas (180/162) multiplicadas pelas respectivas
concentragdes desses polimeros no material, em termos porcentagem de massa seca (LYND,
1990; SILVA, 2011).

80 150 .
R= % x|[celulose] + lﬁ] x [hemicelulose] Equagdo 5

De maneira que [celulose] e [ hemicelulose] sdo as concentragdes molares dos

respectivos polimeros componentes da biomassa.

2.16.2. Concentracio do licor hidrolisado

O licor hidrolisado oriundo da sacarificagdo dcida de biomassa vegetal pode ser
concentrado, esta etapa tem por objetivo aumentar o teor dos aglicares e remover alguns
compostos toxicos (acido acético, furfural e HMF) contidos no hidrolisado, pela evaporagdo
da 4gua por aquecimento a vacuo da solugdo; entretanto, a desvantagem dessa operagédo
unitdria é o alto consumo de energia necessario para aumentar a concentragio de agucares no
hidrolisado em torno de quatro a cinco vezes em relagéo a concentragdo inicial (ZACCHI &
AXELSSON, 1989; MURTHY ET AL.; 2005; SILVA, 2011).

2.17. Fermentacio do hidrolisado

A obtengdio de etanol a partir dos materiais lignoceluldsicos permite diferentes
estratégias de processamento. Devido a presenga de diferentes agticares, muitas vezes se faz

necessario o emprego de enzimas simultaneamente a agfio de microrganismos. Pode-se ainda
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utilizar diferentes microrganismos em etapas sucessivas, de maneira a se aproveitar ao
maximo a matéria-prima disponivel.

Apoés preparagdo do substrato (independentemente do processo de preparagdo
aplicado), segue-se a etapa de fermentagdo. Nesta fase é preciso garantir que o mosto
contenha todos os produtos necessarios ao metabolismo das leveduras. Quando necessério
deve adicionar-se, sulfato de amdnio, sulfato de magnésio e fosfatos, para assegurar a
presen¢a dos nutrientes necessarios ao crescimento das leveduras.

Concluida a fermentagdo, segue-se com a etapa de centrifugagdo, para recuperar as
leveduras arrastadas com os produtos obtidos. A mistura alcodlica, geralmente constituida por
70 a 80% de agua, 6 a 12 % de alcool etilico e compostos de massa molecular mais elevada
tais como: ésteres, acidos organicos e aldeidos ¢ purificada e separada nos seus componentes
por destilagdo.

Ressalta-se que o processamento de matérias-primas agucaradas e amilaceas geram
residuos de composi¢do lignocelulésica que podem incrementar a produgdo de etanol, na
medida em que possuem polissacarideos (celulose e hemicelulose) em sua composigéo,

passiveis de processos de hidrélise (quimica ou enzimética) e fermentag@o.

2.17.1. Influéncia dos inibidores na fermentacio do hidrolisado

A hidroélise acida da matéria-prima lignocelulésica € a etapa mais critica do processo,
pois durante o mesmo ha formagéo de inibidores da levedura, agente da produgéo de etanol. O
teor de inibidores no licor, apds 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 fenodlicos,
causam efeitos toxicos sobre os microrganismos. Os compostos fendlicos causam danos na

membrana celular.

Em consequéncia das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos, os
agucares originados na hidrélise, 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 S-hidroximetilfurfural (HMF), formado como consequéncia da
degradagdio das hexoses (glicose, manose e galactose).O furfural e o HMF 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 diminuigdo do

Moacir Epifanio da Silva



49

rendimento em etanol e diminuem a produgéo de biomassa. Os compostos fen6licos causam

danos na membrana celular (ROSSEL, 2006).

2.17.2. Obtengdo do bietanol celulésico
O bioetanol, também conhecido como etanol celuldsico, pode ser obtido a partir de
qualquer biomassa que contenha significativas quantidades de amido (como trigo, milho e
outros grdos), agucares (como cana, beterraba e frutas) ou celulose. A produgdo de
biocombustiveis, principalmente o etanol e o biodiesel, a partir de matérias-primas vegetais
pode ser conduzida por distintas rotas tecnoldgicas, com diferentes vantagens e limitagdes.
Em consideragdo as matérias-primas de interesse, na figura 7 é apresentada uma

sintese das rotas tecnoldgicas para a produgdo de bioetanol.

Figura 7 — Fluxograma de rotas tecnolégicas para a produgdo de etanol (BIOETANOL, 2008;
SILVA, 2009).
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3. MATERIALE METODOS

3.1.Material

A matéria-prima empregada nesta etapa do trabalho foi o bagago do pedinculo de
caju in natura cedido pela Industria de produgdo de polpa de frutas (DANFRUT), situada na
cidade de Barbalha, CE. O bagago foi estocado em sacos de polietileno e acondicionado em

freezer industrial a -18°C, para uso posterior.

3.2. Métodos

3.2.1.Tratamento do bagaco de caju

Inicialmente, o residuo (bagago) do pedinculo de caju in natura foi lavado em agua
corrente por varias vezes visando a remogdo de agucares residuais do processo de extragdo de
polpas feito pelas industrias, em seguida lavou-se novamente até se obter °Brix proximo de
zero (figura 8). Apds a lavagem, o bagago umido foi disposto em bandejas de aluminio
cobertas com polietileno e levados para secagem em estufa com circulagdo de ar (Marca
Tecnal) a temperatura de 55+5°C. Os residuos secos obtidos foram triturados em

liquidificador e estocados em sacos de polietileno a temperatura ambiente.

Figura 8 — Bagaco de caju in natura umido (a esquerda) e seco (a direita).

e —
Moacir Epifanio da Silva



51

3.3.Caracterizagio fisico-quimica do bagaco de caju

As caracteristicas fisico-quimicas do bagago de caju foram determinadas quanto aos

teores de celulose, polioses, lignina, extrativos, cinzas e umidade, de acordo com os

procedimentos descritos a seguir.

3.3.1. Determinacio do teor de dgua

Foram pesados 5,0 g de amostras em cadinhos de porcelana previamente seco e
tarado. Os cadinhos foram colocados em estufa a 105 + 5°C, por 24 h até atingir massa
constante (TAPPI T264-om-88 adaptado). Os resultados foram expressos em porcentagem na

base imida, de acordo com a equag#o 6.

U(%) = ("‘;—:’f’xmo Equagio  (6)
U - Umidade (%)
P; - Peso inicial da amostra (g)

Py~ Peso final da amostra (g)

3.3.2.Determinacio teor de extrativos

Para a remogdo de extrativos de residuo do pedinculo de caju (seco e moido),
utilizou a norma TAPPI T204-cm-97 modificada, uma amostra contendo cerca de 20,0 g foi
acondicionado em cartucho de papel filtro, previamente seco em estufa e tarado. O cartucho
de papel filtro contendo as fibras foi submetido a lavagem em um extrator Soxlet, utilizando
como solugdo de extragdio uma mistura de ciclohexano/etanol, na proporgdo de 1:1, em banho
termostatico por 48 h para remogdo dos extrativos soliveis em solventes orgdnicos. Apds as
48 horas de extragdo a mistura de solventes orgénicos foi substituida por agua destilada e
manteve-se a extragdo em banho termostatico por mais 24 h para a remogdo dos extrativos
soliveis em agua. A porcentagem de extrativos foi determinada com base na diferenca de

massa conforme a equagdo 7.

Extrativos(%) = %xmo Equagdo (7)

onde:
Mi -Massa inicial (g)
Mf - Massa final (g)
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3.3.3.Determinacio do teor de lignina

O teor de lignina Klason insoluvel foi determinado seguindo a norma TAPPI T222-
om-98 modificada. Em um erlenmeyer com tampa, pesou-se 1,0g dobagaco de caju (secas e
moidas) provenientes da extragdo Soxlet e adicionou-se 15 mL de 4cido sulfiirico a 72% e
manteve-se a mistura sob agitagdo a temperatura ambiente por 2 h. Decorrido o tempo
adicionou-se 560 mL de dgua destilada, transferindo o produto obtido para um baldo de 1000
mL. O produto foi mantido em refluxo por 4 h, com aquecimento a temperatura de ebuli¢do
da agua. Apos o refluxo o produto foi filtrado a vacuo em funil de vidro sinterizado n° 2,
previamente seco e pesado. Apds a filtragem o funil foi lavado junto ao material residual
(lignina KLASON) com agua destilada até pH 7,0 e levado a estufa a 105 + 5 °C por 3 h,
resfriando em dessecador por 15 min e novamente pesado. A porcentagem de lignina

insoluvel na amostra foi determinada com base na equagéo 8.

Lg(%) = %xmo Equagdo (8)
onde:

Lg (%) - Teor de lignina (%),
M, - Massa residual da amostra (g);
Ma - Massa da amostra (g)

3.3.4.Determinacéo do teor de holocelulose

Em um erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se cerca de 3,0g + 0,1g de amostra moida
e seca em estufa, 120 mL de 4gua destilada, 1 mL de acido acético glacial e 2,5¢g de clorito de
sodio. O erlenmeyer foi tampado com outro erlenmeyer de 25 mL invertido e o conjunto

manteve-se em banho termostatico a 70 + 2°C.

A mistura reacional foi mantida sob agitagdo constante em agitador magnético,
conforme figura 9. A adigdo de 1,0 mL de acido acético e 2,5g de clorito de sédio foi repetida
apos 60 e 120 min. Ao término desta etapa, a amostra foi resfriada em um banho de agua
gelada (abaixo de 10°C), e em seguida filtrada em funil de vidro sinterizado previamente
pesado. O residuo sélido (holocelulose) foi lavado com 4gua destilada até o filtrado sair
incolor e em seguida novamente lavado por trés vezes com etanol. O residuo foi seco em
estufa a 105 + 5°C e resfriado em dessecador. A porcentagem de holocelulose foi obtida pela
equagdo 9.
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Equacgéo(9)
onde:

Mioloceuiose -Massa de holocelulose seca obtida
Mfibra - Massa de fibra extraida seca (g)

Figura 9- Determinagdo da holocelulose do bagago de caju (a esquerda); filtragdo e lavagem
(a direita)

3.3.5. Determinacgdio do teor de celulose

Em um béquer, pesou-se 1,0g da fibra extraida e acrescentou-se 15 mL de solugdo de
hidroxido de potassio a 24%. A mistura manteve-se sob agitagdo durante 15 h e em seguida
foi filtrada em funil de vidro sinterizado n° 1, previamente pesado e o precipitado lavado com
agua destilada até a neutralidade. Depois se lavou com écido acético a 1,0% e, por ultimo,
com etanol comercial. A celulose obtida foi seca em estufa a 105 £ 5°C por 30 min (figura
10), resfriando-se em dessecador. A porcentagem de celulose foi obtida de acordo com a

equacdo 10.

™ 1NN
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Figura 10 — Inicio da secagem celulose bagaco de caju (A) e apos a secagem (B)

(A) (B)

3.3.6.Determinagdo do teor de polioses

Determinou-se o teor de polioses pela diferen¢a da porcentagem de holocelulose em

relagdo a celulose, o resultado ¢ a porcentagem de polioses na amostra.

3.3.7. - Determinacio do teor de cinzas

Foram colocados trés cadinhos de porcelana na mufla a temperatura de 800 °C por
cerca de 30 min, aumentando a temperatura gradualmente. Os cadinhos foram resfriados em
dessecador até atingir a temperatura ambiente e pesados. Em cada cadinho foi colocado cerca
de 1,0g de amostra de fibra seca. As amostras de cada cadinho foram queimadas em bico de
bunsen, depois colocadas na mufla por 3 h a 800 °C, até atingir cor cinza clara, o material foi
retirado e resfriado em dessecador até atingir a temperatura ambiente e novamente pesado,
conforme norma TAPPI T211 om-80. O teor de cinzas foi determinado pela diferenga de

massas com aproximagdo de 0,01%, conforme equagéo 11.
— Equagdo (11)
C (%) - Porcentagem de cinzas (%)
my - Massa final da amostra (g)
m;- Massa inicial da amostra (g)
3.4.Pré-tratamento do bagaco de caju

Durante o pré-tratamento cinético foram utilizadas solu¢des de acido fosforico e
hidroxido de sodio para a remogdo da hemicelulose e lignina do bagago de caju, visando

facilitar o acesso das solugdes acida do processo de hidrolise as fragdes de celulose do
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bagago. No pré-tratamento foram realizados diversos experimentos em fungdo do tempo de
reagdo. O bagago foi moido e peneirado e a fragfo entre 0,5 mm foi utilizada para a condugéo

dos experimentos.

3.4.1. Pré-hidrolise acida do bagaco de caju

As reagdes de pré-hidrolise foram realizadas em um sistema formado por reatores
tubulares de aco inoxiddvel 316 L com capacidade individual de 160 mL, com tampas
roscavel em ago 316 L em uma das extremidades e imersos em banho de 6leo com controle de
aquecimento. Cada reator foi carregado com 10,0 g de bagago de caju seco (contendo
aproximadamente 10% de umidade) e 100 mL de uma solugéo de H,SO4a 1%, proporgdo de
solugdo 4cida/bagag¢o (na ordem de 10:1), necessario para ocupar um volume no reator
suficiente para ndopermitir uma grande variagio na concentragdo da mistura pré-hidrolisada.A
reacgdo se estendeu em intervalo de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 min a temperatura de 120 °C. Em
seguida, o reator foi resfriado por cerca de 10 min e a mistura pré-hidrolisada foi filtrada em
filtros de polietileno e lavada abundantemente, com o objetivo remover a hemicelulose
aderida ao bagago, até a agua de lavagem ficar incolor (figura 11). Posteriormente, o residuo
solido obtido (celulignina) foi colocado em estufa para secagem a 105 £+ 5°C até atingir peso
constante.

Figura 11 - Filtrag3o e lavagem inicial do pré-hidrolisado (A) e lavagem final (B).

(AXB)

O rendimento da pré-hidrolise foi calculado pela equagédo 12.

E— Equagdo (12)
onde:
R - rendimento pré-hidrolisado (%);

Mb - Massa seca de bagago pré-hidrolisado (g);
- ___
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Mfibra - Massa seca inicial de fibra (g).
No material pré-hidrolisado, foram determinados os teores de lignina Klason
insolivel e holocelulose conforme metodologias descritas nos itens 3.3.3 e 3.3.4,

respectivamente.

3.5. Polpagio soda (deslignificacio)

Para a realiza¢do do processo de polpagdo soda, cada reator foi carregado com 6,0 g
de bagago de caju seco pré-hidrolisado e 120 mL de solugdo de hidroxido de sodio a 1%,
propor¢do de reagente/bagaco (na ordem de 20/1) que garantiu um excesso de solvente
necessario para ocupar um volume no reator suficiente para ndo permitir uma grande variagéo
na concentragdo da mistura deslignificante e proporg¢do necessaria para o estudo. Apds a
carga, os reatores eram imersos no banho de dleo pré-aquecido com uma temperatura um
pouco acima da temperatura de trabalho, para facilitar o equilibrio na temperatura de
operagdo. O tempo méximo necessario para que o sistema atingisse a temperatura constante
foi, em média, de 5 min.

As deslignificagdes em cada temperatura foram realizadas em tempos variados. As
temperaturas de operagdo foram 100, 120, 130, 140, 150 e 160 °C, escolhidas através de
informagdes da literatura para outras matérias lignoceluldsicas. Apds atingir os tempos pré-
estabelecidos, os reatores eram retirados do banho de 6leo e resfriados em agua corrente.

Foi feita a desintegragdo da polpa resultante com o licor de cada reator em 4agua, sob
agitagdo mecénica por 10 min. Apds este tempo, a suspensdo foi filtrada e lavada com agua
até a neutralizagdo, (com o licor negro passando pelas cores: marrom, alaranjada, amarela até
incolor) em funil de Buchner, separando a polpa do licor negro (figura 12). O residuo so6lido

foi secado em estufa a 105 + 5°C até atingir peso constante.

Figura 12— Variagdo de cores do licor negro de polpagéo durante a lavagem
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Os resultados das polpagdes foram discutidos a partir dos valores de rendimento, do teor de

lignina residual e da extenséo de deslignificag#o.

3.6.Andlises do residuo de polpacio
3.6.1.Determinagiio do rendimento de polpa celulésica

Os rendimentos de polpa foram determinados a partir da equagéo 13.

R(%) = %’éf&xlOOEquagﬂo (13)
onde:
R - Rendimento polpa celuldsica (%)
M,oipa- Massa seca de polpa celulosica (g);

Mpagago - Massa de bagago seco (g).

3.6.2. Anilise do teor de lignina klason insolivel
As polpas obtidas foram submetidas a anélise do teor de lignina Klason insoluvel
conforme método descrito no item 5.9.2.3.

3.6.3.Determinaciio da extensdo de deslignificagio

A extensdo de deslignificagdo da polpa obtida foi determinada pelo emprego da equagdo 14.

Rd = LKb—(LLi]((;;R/m) x100 (%)Equagio  (14)

Rd - Extensdo de deslignificagdo (%)
LKy - Lignina Klason do bagago (%)
LK, - Lignina Klason da polpa (%)

R - Rendimentode polpa celulésica(%o)

3.7.Planejamento experimental de hidrélise dcida do bagaco de caju

Para a realizagdo do processo de hidrélise acida diluida, foi empregado um planejamento
fatorial completo 23, com trés varidveis independentes estudadas em dois niveis, trés
repeti¢des no ponto central, totalizando onze ensaios em duplicata, segundo Barros Neto et al.
A tabela 4 mostra os niveis para cada varidvel independente estudada e a tabela 5 apresenta a
matriz do planejamento.As varidveis independentes foram: concentragdo de acido sulfirico
(%), temperatura (°C) e tempo (min). O objetivo do planejamento foi escolher o melhor
experimento para a realizacdo dos processos de hidrélise acidae fermentagdo alcodlica,

respectivamente.
e ——
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Tabela 4 — Valores das variaveis independentes e seus respectivos niveis codificados e

reais
Variaveis Nivel baixo (-)  Ponto central (0) Nivel alto (+)
Concentragdo H,SO4 (%) 1,0 15 2,0
Temperatura (°C) 150 170 190
Tempo (min) 10 15 20

Tabela 5 — Matriz do planejamento fatorial2® para a hidrélise 4cida do bagago de caju

Experimentos Varidveis codificadas e reais

Temperatura (°C) tempo (min) Concentragio H,SO4(%)

1 (-) 150 (-) 10 (-1
2 (+) 190 (-) 10 )1
3 (-) 150 (+) 20 (-1
4 (+) 190 (+) 20 ()1
5 (-) 150 (-) 10 (+)2
6 (+) 190 (-) 10 ()2
7 (-) 150 (+) 20 (+)2
8 (+) 190 (+ 20 2
9 (0)170 (0) 15 O0) 1,5
10 (0)170 (O) 15 (0) 1,5
11 (0)170 (O) 15 (0) 1,5

Como respostas, foram avaliadas as condi¢des de hidrélise com acido sulfirico diluido

e fermentag@oalcodlicaem relagdo as analises das concentragdes de glicose e furfural.

3.8.Hidroélise acida da celulose do bagaco de caju

Apos as etapas de pré-tratamento, o bagaco de caju foi moido e peneirado e a fragdo
entre 0,5 e 1,0 mm foi utilizada para a condugfio dos experimentos de hidrdlise acida.
Diversos processos foram desenvolvidos para a hidrélise acida de materiais lignoceluldsicos,
entretanto, neste trabalho foi utilizada a hidrdlise da celulose com acido diluido e a alta
temperatura.

e S —
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As reagdes de hidrélise acida foram realizadas em um sistema formado por 06
reatorestubulares de ago inoxidavel com capacidade individual de 160 mL, com tampa de ago
roscavel em uma das extremidades e o sistema foi imerso por um banho de 6leo com
aquecimento controlado, os mesmos utilizados nos processos de pré-hidrélise e polpagio
(figura 13).

Figura 13 — Reatores usados nos processos de hidrélise 4cida

Cada reator foi carregado com 5,0 g de bagago de caju seco e 50 mL de uma solugdo
de H,SO4 a 1%, propor¢do de solugdo acida/bagago (na ordem de 10:1) necessario para
ocupar um volume no reator suficiente para ndopermitir uma grande variagfio na concentragio
da mistura hidrolisada.

Apos a carga, os reatores foram imersos no banho de 6leo pré-aquecido com uma
temperatura de 10°C acima da temperatura de trabalho, para facilitar o equilibrio na
temperatura de operagdo. O tempo méaximo necessario para que o sistema atingisse a
temperatura constante foi, em média, de 5 min. A hidrélise acida do bagago de caju foi
realizada em vérios tempos 10, 15 e 20 min. A temperatura de operagdo de 150, 170 e 190°C
as diferentes concentra¢des de solugdes de H>SO4 (1,0, 1,5 e 2,0%) foram escolhidas através
do planejamento fatorial 2% mais 3 experimentos no ponto central. Apds atingir os tempos pré-
estabelecidos,os reatores eram retirados do banho de éleo e resfriados em dgua corrente.

Ao término da hidrolise acida, a suspensdo foi filtrada a vacuo em funil de Buchner,
e realizada a filtragdo em papel de filtro, para a remog¢do dos compostos hidrolisados e o
residuo lavado com édgua destilada e seco em estufa a 105+5°C. O licor hidrolisado, apds

ajuste de pH de 1 para 4,5, foi coletado em baldo volumétrico de 1000 mL para dilui¢do e
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posteriormente para andlise cromatografica, de acordo com o planejamento fatorial acima

citado. O rendimento do processo de hidrolise foi calculado pela equagdol5, a seguir.

Minicial-Mresidual
Minicial

%RHA =

x100Equacdo (15)
onde:

% RHA - Porcentagem de material hidrolisado;
Minicial(g) - Massa do bagaco inicial (base seca);

Mresidual(g) - Massa do bagago residual (base seca).

3.9.Analises fisico-quimicas do licor hidrolisado da celulose

As andlises dos compostos dos hidrolisados, do planejamento experimental, foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), visando fazer uma avaliagdo

do ponto 6timo da concentragdo de agucares fermentesciveis.

3.9.1. Determinacéo dos acicares, furfural e hidroximetilfurfural no hidrolisado

O licor obtido na hidrélise acida foi analisado quanto aos teores de agticares (glicose, xilose e
arabinose), hiroximetilfurfural (HMF) e furfural. Os teores de agicares foram determinados
de acordo com a metodologia de National Renewable Energy Laboratory - NREL/TP510
(2008). As analises de agucares foram realizadas através de cromatografia liquida, utilizando-
se do HPLC. Os dados do cromatografo e as condi¢des das operagdes foram os seguintes:
cromatégrafo liquido equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); Injetor manual
com loop de 20 pL; Detector de indice de refracdo modelo ProStar 356 (Varian); Coluna
analitica de ago inox Hi-Plex H (300 mm x 7,7 mm; Varian); Temperatura da coluna de 40°C;
Fase movel: d4gua miliQ com vazdo de 0,6 mL/min;Tempo de andlise: 15 minutos. Solugdes
padrdes internos de agucares (apéndice I): glicose, xilose, arabinose(Sigma 99,99% grau

HPLC) foram utilizadas na quantifica¢do do teor de agucares do licor.

Os teores de hidroximetilfurfural (HMF) e furfuralforam determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC.

- 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); (dcido acético)

T e e M e !
Moacir Epifanio da Silva



61

- Detector modelo ProStar 356 (Varian) UV/ visivel, comprimento de onda 284 nm
(hidroximetilfurfural- HMF efurfural);

- Coluna analitica de ago inox Hi-Plex H (300mm x 7,7 mm; Varian);
- Temperatura da coluna de 40 °C;

- Fase mével: Acido Sulftrico diluido com agua em uma concentragdo de 0,005 mol/L, com

vazdo de 0,6 mL.min'l;

- Tempo de anélise: 60 minutos;

Solugdes padrdes internos de Acido Acético, Hidroximetilfurfural ~HMF (Sigma 99.,99%
grau HPLC) e Furfural (Sigma 99,99% grau HPLC) foram utilizados na quantifica¢do do teor

de congéneres do licor.

3.9.2. Hidrélise dcida do bagacgo do ponto 6timo do planejamento fatorial

De acordo com a escolha do ponto 6timo do planejamento fatorial (experimento 9), o
processo de hidrolise 4cida foi efetuado em um conjunto de 6 reatores de ago inoxidavel com
capacidade individual de 160 mL.mesmos utilizados anteriormente. Com o ponto 6timo
definido, cargas individuais de 10 g do bagago de caju para foram submetidas as seguintes
condi¢des do tratamento: tempo de processo 15 min; temperatura de 170°C e concentragdo do
catalisador H,SO,de 1,5%.

3.10.Fermentacio do hidrolisado

O hidrolisado apresentou, inicialmente, um teor sélidos soluveis de 10 °Brix, apds
ajuste de pH entre 4,5-5,0,0 hidrolisado foi concentrado por aquecimento em evaporador
rotativo, obtendo-se um hidrolisado concentrado de 15,0 °Brix. A fermentagdo do hidrolisado
foi iniciada, apos a chaptalizagdo com adi¢do de melago de cana-de-agucar, elevando a
concentragdo do mosto hidrolisado para 18,0 °Brix. O mosto hidrolisado para fermentagdo foi
colocado em um recipiente de polietileno de 2,0 L de capacidade e volume 1til de 1,02 L e
adicionados sulfato de amdnio (0,2 g. L™), fosfato de potassio monobasico (0,6 g. L) e
fermento fresco (20,0 g. L), produzido pela Industria FleischamnnRoyal Ltda. A
fermentagdo foi iniciada compH 4,5 ¢ temperatura entre 28 °C e 30 °Cpor 24 h. As anélises
monitoradas durante o processo fermentativo foram pH e teor de sdlidos soluveis totais
(°Brix).
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3.10.1. Determinacio do etanol produzido no fermentado

O método utilizado para a determinagéo de teores alcodlicos foi baseado na oxidagdo
do etanol a 4cido acético, através da reagdo com dicromato de potdssio em meio acido. A
solugdo adquire uma coloragdo verde proporcional a concentragio de etanol na amostra,

possibilitando a leitura em espectrofotémetro a 600 nm (Mendonga et al., 2009).

Prepara¢do da solu¢do padrdo de dicromato de potassio (1L): 500 mL de 4gua
destilada; 325 mL de 4cido sulfurico (H2SO4) concentrado e 33,678 g de dicromato de
potéssio. A preparagdo da curva padrdio foi realizada diluindo-se 1:1 de etanol absoluto, em
baldo volumétrico, a fim de se obter uma solugdo de 50% em etanol. A partir dessa solugdo
obtinham-se solugdes hidroalcoodlicas nas concentragdes de 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0; 13,0 e
15,0 %. Estas solugdes todas foram diluidas na proporgdo de 1:25 com agua destilada em
baldo volumétrico. Em tubos de ensaio colocava-se 5 mL dessas solugdes e foi feito um
branco com agua destilada. Acrescentava-se 2 mL de agua destilada e 2 mL de dicromato de
potéssio em cada tubo. Colocavam-se os tubos em banho termostatico a 60 °C por 30 min.
Posteriormente, os tubos eram resfriados e lia-se as absorbédncias em espectrofotometro a 600
nm, usando o branco para zerar. Antes de se iniciar os testes para quantificar o etanol
produzido na fermentagfio, destilava-se o fermentado para evitar a interferéncias de
subprodutos. Entdo, colocava-se 25 mL da amostra no baldo volumétrico, e acrescentava-se
50 mL de agua destilada, tendo no final um volume de 75 mL, diluido 1:3. A partir dessa
solugdo recolhiam-se 50 mL de destilado num erlenmeyer. Para a realizagio das analises
diluiam-se as amostras a serem analisadas na proporgdo de 1:25 em baldo volumétrico com
dgua destilada. Em tubos de ensaio colocava-se 5 mL da amostra diluida, acrescentava-se 2
mL de agua destilada em cada tubo, juntamente com 2 mL do dicromato de potassio.
Colocavam-se os tubos em banho em banho-maria a 60 °C por 30 minutos resfriava-se a
temperatura ambiente e lia-se a absorbancia em espectrofotometro a 600 nm. Os valores
obtidos eram comparados com a curva padrdo obtida anteriormente. Assim, a curva padrdo

foi utilizada para determinar a quantidade de etanol produzido.

3.10.2. Fluxograma de hidrdlise acida para a producio de etanol
O procedimento das etapas para a realizagdo de hidrolise acida do bagaco do
pedtnculo de caju para a produgdo de etanol pode ser observado através de um esquema

simplificado na figura 14.

Moacir Epiio da iv |



63

Figura 14 - Fluxograma da metodologia de hidrélise acida para a producio de etanol
empregada para o estudo do bagago de caju(SEABRA, 2008).

Pré-hidrolise Hidrdlise acida
(hemicelulose) (celulose)

Etanol Destilacdo Fermentacgdo




4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Hidrélise acida do baga¢o do pedinculo de caju

4.1.1. Analisesfisico-quimicas do bagagodo pedinculo de caju

Antes da realizagdo de cada procedimento de hidrélise acida, descrito neste trabalho,
determinou-se a composi¢do quimica do residuo do pedinculo de caju tendo como base de
calculos as massas secas utilizadas. As andlises da composi¢do quimica do residuo do

pedinculo de caju estdo apresentadas na tabela 6, a seguir.

Tabela 6 — Comparagéo da composigdo quimica do bagago de caju deste trabalho x literatura, (B.U.)

Determinacdes Resultados experimentais Resultados da literatura
Celulose (%) 22,0 22,50 —-24,30
polioses (%) 20,0 18,50 - 20,27
Lignina (%) 38,0 22,50 - 35,50
Extrativos (%) 12,0 -

Cinzas (%) 1,0 1,42-1,78
Umidade (%) 8,0 6,52 - 10,20

Os resultados da andlise da composi¢gdo quimica do bagaco de caju in natura
mostraram que este material apresentou cerca de 22% de celulose, 20% de polioses, 38% de

lignina, 12% de extrativos, 1,0% de cinzas e 8,0% de teor de dgua, respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados, verificou-se que o valor encontrado na
analise de cinzas foi de 1,0%. Analisando os residuosdo pedinculo de caju, Uchda (2007)
encontrou teores de cinzas variando del,42% e 1,78%, respectivamente. Comparando com
estes resultados, observa-se que o valor encontrado foi inferior, ou seja, houve uma
diminui¢do na concentragdo de cinzas e tal redugdo da concentragdo pode estar relacionada
com a baixa concentra¢do de minerais presentes no residuo analisado, porém dentro da faixa
prevista para teor de cinza em biomassas, que gira em torno de 1%. O valor encontrado para o
teor de aguade 8,0%foi um pouco superior aos encontrado,Uchda (2007) encontrou valores

para o mesmo material de 6,52% e 6,99%, respectivamente.
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Comparando a composi¢do quimica do residuo (bagago) do pedunculo de caju deste
trabalho com outros da literatura, observou-se que os teores de celulose e polioses sdo
semelhantes aos encontrados na tabela 6, ou seja, os dados obtidos experimentalmente
encontram-se dentro da faixa de valores semelhantes aos da literatura. O bagago de caju deste
trabalho apresentou elevados teores de lignina e extrativos, o que implicou na necessidade de
realizagdo de um pré-tratamento do material (pré-hidrolise e polpagdo soda). Os extrativos por
serem ricos em compostos polifenolicos de baixa massa molar provocam um aumento no teor
de lignina aparente, de aproximadamente 15%, se comparar o valor da lignina para a madeira
com extrativos (~30%) com o valor da lignina para a madeira sem extrativos (~26%) (Aratjo,
2000).

4.2. Pré-tratamento do bagaco do pediinculo de caju

Existem diversas estratégias para se obter aglcares fermentesciveis, a partir da
biomassa vegetal para producdo de etanol celulésico. A melhor estratégia depende da
disponibilidade, do tipo e da composi¢do da biomassa a ser processada. Portanto, torna-se
necessario investigar a melhor estratégia para processar a biomassa com a finalidade de
diminuir os custos de produgdo e obter os melhores resultados (GURGEL, 2010).

O pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica torna-se necessario para promover a
méaxima remogdo de polifendis e hemicelulose, principalmente de pectina - polissacarideo
formado por mondémeros de acido galacturdnico unidos entre si por ligagdes glicosidicas,
todos com forte presenca na parede celular de vegetais produtores de sementes, e que
desempenham a fun¢@o de cimentagfo intercelulare que contribuem para gerar produtos que
poderdo interferir na fermentagdo dos agucares fermentéveis produzidosap6s a hidrolise acida
da biomassa resultante. Portanto, no pré-tratamento busca-se obter uma biomassa com alta
taxa de celulose e com pequenas quantidades de polioses e menor teor de lignina, facilitando
assim o acesso da solugfo acida as estruturas celulésicas para a sua hidrélise em glicose.

Para os tratamentos de pré-hidrolise e deslignificagdo passou-se a considerar o
material sem o teor de agua. Assim os percentuais de componentes sdo: 23,66% de celulose,
21,50% de polioses, 40,86% de lignina, 12,90% de extrativo e 1,08% de cinzas, existindo
assim a necessidade de remogdo tedrica de aproximadamente 75% de componentes dessa
biomassa que corresponde aos percentuais de polioses, lignina e extrativos, para que se

obtenha uma biomassa final rica em material celulosico.
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4.2.1.Pré-hidrélise com acido fosforico diluido

As pré-hidrélises de biomassa normalmente sdo feitas pela agdio de solugdes de acidos
inorgéanicos fortes como acido cloridrico, acido nitrico ou 4cido sulfurico, porém quando se
tem um meio muito drastico, os processos de hidrélise tendem a produzir furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), pela pds-hidrélise dos agilicares obtidos na hidrolise dos
polissacarideos presentes na biomassa.

Portanto, realizou-se neste estudoum tratamento de pré-hidrélise com solugdes de
acido fosférico, numa faixa de concentragdes de 0,5, 1,0 e 1,5%; tempos de 20, 40, 60, 80,
100 e 120 min e fixando-se a temperatura em 100 °C.

O 4cido fosférico foi escolhido para o emprego na pré-hidrolise visando & realiza¢do
de um processo brando, por se tratar de um acido moderado e, assim, buscou-se preservar ao
maximo o teor de celulose do bagago e, outra vantagem foi a de se ter o fosforo residual
presente no bagaco que serve de nutriente na posterior etapa de fermentagdo alcodlica.

Analisando os resultados do pré-tratamento acido nas condigdes experimentais
empregadas, obteve-se uma variagdo na porcentagem de rendimento de biomassa pré-
hidrolisada entre 86,7%, para o menor tempo de reagdo e menor concentragdo de acido, 52%

para o maior tempo de reagfio e maior concentragdo de acido.

Observou-se que o aumento do tempo € o aumento da concentracdo de dacido
provocam uma diminui¢do percentual no rendimento da polpa na pré-hidrélise, pois,
considerando o teor de lignina encontrado pode concluir que além da remog&o de polpa houve

uma degradagdo crescente do material celuldsico presente.

O experimento realizado no tempo de 40 min, temperatura de 100 °C e concentragio
de H3PO4de 1% observou-se que este foi o experimento que conseguiu remover, basicamente,
toda a poliose preservando ao maximo o material lignoceluldsico presente na biomassa. Os
valores percentuais dos dados experimentais do rendimento em massa do bagago pré-

hidrolisado, sdo mostrados na tabela 7.
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Tabela 7 — Rendimento de pré-hidrélise do bagago de caju com H3PQy a temperatura de

100°C. Polpa residual (PR), Teor de lignina Klason (LK) na polpa residual e holocelulose
removida (HR)

Tempo (min) | H3PO4 (%) | Rendimento PR (%) | Teor de LK (%) | Teor de
holocelulose(%)

20 0,5 86,70 36,34 13,3

20 1,0 83.83 35,17 16,17
20 1.5 80,05 33,98 19,95
40 0,5 81,35 35,70 18,65
40 1,0 76,45 34,95 23,55
40 1S 69,63 33,56 30,37
60 0,5 77,78 35,09 2222
60 1,0 72,12 34,80 27,88
60 1,5 65,01 32,59 34,99
80 0.5 75,02 34,76 24,98
80 1,0 67,99 34,56 32,01
80 L5 59,73 31,46 40,27
100 0,5 72,65 32,46 27,35
100 1,0 65,94 32,44 34,06
100 1,5 53,03 30,78 46,97
120 0,5 70,80 31,17 29,2

120 1,0 63,92 30,36 36,08
120 1.5 52,04 29,17 47,96

Para essa condi¢do experimental o rendimento de biomassa pré-hidrolisada foi de

76,45% e o teor de lignina na polpa foi de 34,95%, o que leva a evidéncia de que houve uma
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maxima remogdo da poliose presente, uma degradagdo de aproximadamente 3% de lignina e,
por conseguinte, uma significante preservagdo do material rico em celulose necessdrio a
produgéo da glicosepara uma posterior fermentagdo alco6lica. Gomes Rueda (2010) realizou
estudos de pré-tratamento no bagago de cana-de-agucar, na faixa de concentragdes de acido
sulfirico compreendidas entre 0,5, 2,0 e 3,5%, mantendo a temperatura fixa de 121 °Ce
obteve uma perda de massa de 13,65% no pré-tratamento e rendimento em holocelulose de

44,76%, concentragdo de acido sulfurico 0,5%, durante 10 min.
4.3. Estudos cinéticos de polpacio soda

O entendimento tedrico de processos extremamente heterogéneoscomo a polpagdo
debiomassa € necessdrio para um total controle de todas asetapas e, por conseguinte, da
qualidade e gerenciamento energéticoenvolvido neste processo. Portanto, o estudo cinético
dos vérios tipos depolpagdo/deslignificagdo € importante para se determinar, com maior
seguranga, osparametros necessarios para tal controle, tanto do ponto de vista de energiacomo
de seletividade.

A importdncia da seletividade no tratamento da biomassa, por esse processo, respalda-
se no objetivo de se obter uma maxima quantidade possivel de material rico em hexoses, ou
seja,em material celulésico com agucares potencialmente fermentesciveis e, um menor teor
possivel de lignina e extrativos que, por serem materiais polifenélicos contribuiriam como
inibidores do processo de fermentativo e, obviamente, a estimativa da quantidade de energia
envolvida em todo esse tratamento. Este tipo de controle podera levar a determinagio da
importincia douso de espécies como o Anacardium occidentale, L., fornecendo parametros
quimicos e fisico-quimicos que ajudem a avaliar a utilizagdo dessa espécie na produgdo de

insumos industriais.

4.3.1. Rendimento de polpa celulésica

Buscando uma otimizagdodo processo de deslignificagdo foram realizadas seis
isotermas de polpagdo soda, tendo como licor branco uma solugdo de hidréxido de sédio
(NaOH) a 1,0%, nas temperaturas de 100, 120, 130, 140, 150 e 160°C, e em tempos que
variaram de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 min., escolhidas através de informagdes da
literatura para outros materiais lignocelul6sicos (ARAUJO, 1996; VASCONCELOS et al.,
2009), respectivamente. Os valores percentuais do rendimento, em massa, de polpa celulésica

do bagago pré-hidrolisado encontram-se na tabela 8.
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Tabela 8- Rendimento de polpacelulésica do processo soda, em fungdo da temperatura e do

tempo de cozimento de bagaco de caju seco pré-hidrolisado.

Temperatura(°C) | Tempo | Rendimento | Temperatura(°C) | Tempo | Rendimento
(min) | de polpa (%) (min) | de polpa (%)
20 42,00 10 25,40
40 38,50 30 19,61
60 36,00 50 17,75
100 80 33,70 140 60 17,61
100 33,40 70 17,36
120 26,70 80 17,31
140 32,50 100 16,43
160 31,00 120 16,25
20 26,10 10 24,34
40 25,90 20 19,27
60 23,07 30 17,65
120 80 2233 150 40 17,51
100 20,35 50 17.42
120 19,74 60 17,12
140 19,26 70 17,00
160 19,18 80 16,73
20 21,75 10 22,96
40 19,32 20 22,56
60 18,55 30 18,47
130 80 1770 160 40 16,98
100 17,50 50 16,78
120 17,30 60 16,63
140 17,22 70 16,36
160 16,70 80 16,32

Analisando os resultados obtidos na tabela 8, nota-se que o rendimento de polpa para
oprocesso soda variou entre 42,0%, no tempo de 20 min de polpagdo na temperatura 100 °C a
um rendimento de 16,32% para um tempo de 80 min na temperatura de 160 °C. Esta faixa

e ——
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derendimento vem mostrar a influéncia da temperatura e do tempo no comportamento do

material em estudo, frente ao processo de polpa soda (NaOH - 1%).

4.3.2. Cinética de deslignificaciosoda

Analisando o processo de deslignificagdo provocada pelas polpagdes soda - NaOH a
1,0%, nas temperaturas de 100, 120, 130, 140, 150 e 160 °C, obtém-se os resultados para a
variagdo dos teores de lignina residual, em fun¢io do tempo de cozimento, apresentados na
tabela 9.

Sob a forma grafica o processo de deslignificagdo é mostrado na figura 15, onde se
tem os resultados de percentagem de lignina residual presente na polpa, e na figura 16 onde
sdo plotados os valores percentuais de lignina solubilizada.

Figura 15 - Variagdo do teor de lignina residual em fun¢do do tempo de polpagdo soda para
obagaco de caju
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Analisando os dados obtidos na figura 15, observa-se que o teor de lignina residual
variou de aproximadamente 92%, no tempo de polpagdo de 20 min na isoterma de 100 °C
para aproximadamente 18% para um tempo de polpacéo de 80 min na isoterma de 160 °C.
Observa-se ainda que a temperatura de polpagdo tem muita influéncia sobre a deslignificagdo
do bagago de caju. Se for considerado, por exemplo, o tempo de aproximadamente 120 min
em todas as isotermas, o decaimento da massa residual da lignina é bastante significativo para

uma variagdo de 10 °C. No entanto, entre 120 e 140 °C este decaimento se acentua. Por outro
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lado, além do aumento do teor de lignina residual (por condensagéo), que ocorre para tempos
superiores a 80 min (temperatura de 160 °C), existe uma tendéncia na formagéo de patamares
no final dos processos (nas temperaturas mais elevadas), mostrando que a partir deste ponto a
lignina residual, em torno de 18% do material inicial, ndo podera ser mais removida pelo
processo, podendo ser retirada somente por processos de branqueamento.

Os resultados de lignina removida, em fungdo do tempo de polpagdo, estdo
apresentados na figura 16. Analisando os resultados obtidosno grafico da lignina removida em
fungdo do tempo, permite uma avaliag@io do processo de remogdo e solubilizagdo de lignina

em relagdo ao conteudo original de lignina no bagago.

Figura 16 — Extensdo da deslignifica¢do em fun¢éo do tempo de polpagédo obtida no processo
soda para o bagago de caju

Lignina Removida (%)

tempo (min)

Quando analisamos os valores da deslignificagdo do pedinculo de caju verificamos
que, no final do processo, a remogéo de lignina atingiu a extensdo de aproximadamente 80%
(considerando o bagago pré-hidrolisado), ficando em torno de 8,0% na forma de lignina
residual na polpa, o que corresponde a uma extensdo de deslignificagdo de aproximadamente
96% (3,8% de lignina residual). Assim, para o trabalho de polpagdo soda foi escolhido o
bagago deslignificado com NaOH 1% (p/v), (temperatura 130°C e 100 minutos de
cozimento), a partir do bagago pré-tratado com écido fosférico, para garantir que a celulose

permanecesse preservada e a lignina removida quase totalmente. Apés a determinagéo das
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condi¢des de deslignificagdo foi realizado um planejamento experimental, analisando 3
variaveis do processo: tempo (min.), temperatura (°C) e concentrago de 4cido (%v/v), para o

processo de hidrélise com acido sulfurico diluido.

4.3.3. Tratamento cinético usando ajuste linear
O comportamento cinético de pseudo primeira ordem para deslignifica¢do soda esta

apresentado, de forma gréfica, na figura 17.

Figura 17 — Comportamento cinético de pseudo primeira ordem, expresso pelo logaritmo
natural da concentragéo de lignina residual em fungéo do tempo de polpagdo, no processo

soda para o bagago do pedunculo de caju
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O estudo cinético para a deslignificagdo seguiu o mesmo padrdo dos encontrados na
literatura (ARAUJO, 2000). Observa-se que para todas as temperaturas a fase inicial de
deslignificagdo foi sobreposta pela fase principal. Na temperatura de 100°C, s6 permite a
identificacdo de uma fase cinética, a fase principal de deslignifica¢do, dentro da faixa de
tempo estudada. Nas temperaturas de 120, 130, 140, 150 e 160 °C observam-se duas fases,a
principal e outra fase correspondente a fase residual. Os valores das constantes de velocidades

¢ a energia de ativa¢do do processo sdo mostrados na tabela 9 e figura 18, respectivamente.
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Tabela 9 - Constantes de velocidade do processo de deslignificagéo soda para o bagago de

caju. Tratamento linear dos dados experimentais.

Constante de velocidade de deslignificagdo linear

T (oC) kp (1.10” min) kr (1.10~ min)
100 0,00379 0,00368
120 0,01267 0,00582
130 0,01651 0,00819
140 0,02273 0,01050
150 0,03467 001259
160 0,05362 0,01464

Figura 18 — Energia de ativagdo de Arrhenius para as fases principal e residual no processo
de polpagéo do bagaco de caju
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Determinou-se a energia de ativagdo para ambas as fases, empregando a equagdo de
Arrhenius. O logaritmo natural da constante de velocidade de deslignificagdo quando plotado
contra o inverso da temperatura absoluta fornece, por determinagio da inclinagéio da curva, a

energia de ativagdo do processo (figura 18). Os valores encontrados para a energia de
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ativagdo, deste trabalho, foram de 56,89 e 43,39kJ/mol para a fase principal e para afase
residual, respectivamente.

Araujo (2000), utilizando a Mimosa hostilis Benth, encontrou valores respectivos para
a energia de ativagdo de 118,87 kJ/mol para a fase principal e 62 kJ/mol para a fase residual e
relata que estesse encontram dentro dos valores normalmente reportados na literatura. O
estudo cinético de polpagdo alcalina do bagago de caju foi realizado com o objetivo de reduzir
ao maximo o teor de lignina na biomassa a ser hidrolisada, uma vez que a lignina atua como
inibidor do processo fermentativo por ser um polifenol.

Esses valores de energia de ativagdo de 56,89 e 43,39 kJ/mol para as fases de
deslignificagdo estudadas indica que o processo de clivagem das principais ligagdes a-O-4 ¢
B-O-4 na macromolécula de lignina na espécie em estudo envolve um baixo consumo de
energia, o0 que vem contribuir para um uso industrial desse tipo de biomassa.

Para se determinar a melhor temperatura e o melhor tempo de deslignificagdo da
biomassa optou-se por uma temperatura de 130°C num tempo de 100 min. Pois, ha
necessidade da maxima remog¢do de lignina e da preservagdo do material celulésico que sera

fonte de agucar para o processo de hidrélise.

4.4. OBTENCAO DO HIDROLISADO DO BAGACO DE CAJU
4.4.1. Determinacéo dos efeitos das varidveis do planejamento experimental

Fazendo uma anélise estatistica do planejamento fatorial 2°, completo com 3
repeticdes no ponto central, para o processo de hidrélise do residuo do pedinculo do caju
tratado, tomando como referéncia a matriz de planejamento fatorial da tabela 18, onde se tem
como variaveis de entrada a temperatura variando de 150 °C (-1) a 190 °C (+1), o tempo
variando de 10min (-1) a 20min (+1) e concentragdo de acido sulfiirico variando de 1% (-1) a

2(%) e variaveis de saida o teor de glicose (mg.L™") e o teor de HMF (mg.L™).

Os resultados das concentragdes de glicose e 5-hidroximetilfurfural, foram obtidos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), estdo presentes na tabela 10.
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Tabela 10 — Valores das concentragdes de glicose e HMF, do hidrolisado do bagago de caju,
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Ensaios Varidveis codificadas e reais Respostas

Temp. tempo(min H;SO04(% Glicose( HMF

o ) ) mg L) (mgL")
1 (-) 150 (-) 10 ()1 52,48 3,65
2 (+) 190 (-) 10 ()1 53,32 30,85
3 (-) 150 (+) 20 (-1 46,32 1,30
4 (+) 190 (+) 20 ()1 55,40 96,43
5 (-) 150 (-) 10 (+)2 34,30 0,16
6 (+) 190 (-) 10 2 138,11 40,47
7 (-) 150 (+)20 +)2 56,83 3,00
8 (+) 190 (+)20 2 18,18 61,38
9 (0)170 ) 15 (0)1,5 116,63 26,41
10 (0)170 )15 (0)1,5 116,63 26,41
11 (0)170 ) 15 (0)1,5 116,63 26,41

Os valores de glicose e HMF mostrados na tabela 10 que apresentaram maiores
concentragdes de glicose variando de 138,11 a 116,63 e HMF variando de 96,43 a 61,38 de
nos experimentos (6 e 9) e (4 e 8), respectivamente. Com base nestes resultados, o ensaio
nove foi escolhido para a realizag¢@o da hidrélise, na menor concentragdo de HMF em relagdo
a maior concentra¢do do substrato, pois, em altas temperaturas ocorre maior degradagéo da

glicose em 5-hidroximetilfurfural e este inibe o processo fermentativo.

Analisando a tabela 11, de ANOVA, para a variavel glicose, observa-se que as
variaveis tempo (min) e temperatura (°C) nio tém influencia estatisticamente relevante sobre
essa variavel glicose, sendo a variavel tempo a que tem a maior importancia relativa, em nivel
de 90% de intervalo de confianga sobre a hidrolise da biomassa e aconsequente variagdo da
concentragdo de glicose no licor. O grafico de Pareto (figura 19) mostra com mais clareza

quais sdo os efeitos mais relevantes para o aumento da concentragdo de glicose.
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Tabela 11 — ANOVA: Analise dos efeitos principais e de interagdes do planejamento
fatorial composto central, utilizando o erro puro para glicose produzida.
SS df MS F p

()T 704,63 1 704,626 0,500107 0,552748

(2)tempo 1287,27 1 1287,274  0,913640 0,440024

(3)acido 199,00 1 199,001 0,141241 0,743169
le2 2251,88 1 2251876  1,598264 0,333534
1e3 381,43 1 381,432 0,270721 0,654714
2e3 1088,58 1 1088,578  0,772616 0,472118

Lackof Fit 2840,97 2 1420,487  1,008188 0,497961

Total SS 11571,66 10

Figural9 — Grafico de Pareto dos efeitos estimados das varidveis tempo, temperatura e
concentracdo de H,SO, sobre a concentragdo de glicose, em nivel de 90% de intervalo de
confianga.
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Observa-se que um aumento do tempo de hidrélise tende a provocar uma redugéo da
concentragdo de glicose no licor. Observa-se também que um aumento de temperatura e da

concentragdio do 4cido tende a favorecer um aumento da concentragéo de glicose no licor.
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Analisando a tabela 12, de ANOVA, para a variavel HMF, observa-se que a varidvel
temperatura (°C) tem influencia estatisticamente relevante sobre a concentragio da variavel
HMF, sendo a varidvel que tem a maior importéncia relativa, em nivel de 90% de intervalo de

confianga sobre a variagdo da concentragdo de HMF no licor.

Tabela 12-ANOVA:Anilise dos efeitos principais e de interagdes do planejamento fatorial
composto central, utilizando o erro puro para o hidroximetilfurfural (HMF) produzido.

SS df MS F p

(nHT 6106,23 6106,230  9,780708 0,088830
(2)tempo 945,69 945,690 1,514767  0,343515
(3)acido 92,62 92,616 0,148349 0,737222

1

1

1
by 2 924,50 1 924,500  1,480826 0,347755
1by 3 69,86 1 69.856 0,111893  0,769821
2by 3 194,83 1 194,834  0,312077 0,632608
Lackof Fit 479,26 2 239,632  0,383833 0,722630
PureError 1248,63 2 624,314

Total SS 10061,62 10

O grafico de Pareto (figura 20) mostra com mais clareza quais sdo os efeitos mais

relevantes para o aumento indesejado da concentragdo de HMF no licor.

Figura 20 - Gréafico de Pareto dos efeitos estimados das varidveis temperatura, tempo e
concentragdo de H,SO4 sobre a concentragdo de HMF no licor, em nivel de 90% de intervalo
de confianga.
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Observa-se que um aumento da temperatura ird favorecer a p6s-hidrolise da glicose
obtida na hidrélise a HMF, o contribuird para uma redugfio da concentragio de glicose no
licor ¢ um consequente aumento de HMF, que poderd comprometer o processo de
fermentagdo do licor para a geragdo de etanol. Observa-se também que um aumento de tempo

de hodrdlise também ira contribuir para um aumento da concentragio de HMF.

Assim, tomando como referéncia os resultados obtidos para a glicose e para o HMF,
mostrados na tabela 10 e as andlises estatisticas do planejamento fatorial para a realizagdo do
processo de hidrélise do bagago de caju seco tratado, com teor de dgua de aproximadamente
8,0%, foram escolhidas as condigdes de temperatura de 170 °C, tempo de 15 min e
concentragdo de HsSO4; de 1,5% (ensaio 9), escolhido do planejamento experimental,
napropor¢do solugdo acida/bagago (1:10), cujas condigdes de concentragdo inicial e final pos

hidroélise encontra-se na tabela 13.

Tabela 13 — Concentragéo inicial e final pés-hidrélise do bagago de caju seco

Componentes Quantidades
Massa inicial do bagago utilizada (g) 300
Massa residual do bagago pos-hidrélise (g) 130
Volume do H,SO;4 utilizado na hidrélise (L) 3.0
Volume final coletado do hidrolisado (L) 2.065
Sélidos soluveis do hidrolisado (°Brix) 10,0
Volume do hidrolisado ndo concentrado (L) 1,065
Volume do hidrolisado concentrado (L) 0,690
SST do hidrolisado concentrado (°Brix) 15,0
Rendimento do processo de hidrélise (%) 56,6

Com os resultados apresentados na tabela 13, pode-se observar que foram empregados
cerca de 300 g de bagago de caju seco, sendoum volume total inicial de solugdo 4cida nos
reatores de 3,0 L, obtendo-se no final do processo um volume de 2,065 L. O restante do
volume hidrolisado, provavelmente tenha se perdido por evaporagfio durante o processo.A
massa do bagaco de caju seca hidrolisada foi de aproximadamente 171 g e a obtida apos a
hidroélisecerca de 130 g, com rendimento de hidrélise de aproximadamente 57%. A

concentragdo do hidrolisado foi feita em um evaporador rotativo a vacuo com capacidade de

Moacir Epifanio da Silva

UFCC/BIBLIOTRCA/BC]



79

1,0 L, a uma temperatura de 55 °C, sendo que o hidrolisado concentrado foi obtido com

redugéo de 30%, em relag@o ao volume inicial.

Como pode ser observado na tabela 13, a concentragdo dos sélidos soliveis aumentou
em torno de 50% (de 10 para 15 °Brix), sendo provavel que o evaporador rotativo tenha
reduzido o teor de A&cidoacético, podendo ter aumentado os teores de furfural e
hidrximetilfurfural (HMF) uma vez que o hidrolisado nfo foi tratado, podendo ocorrer

inibigdo do microorganismo no processo fermentativo.

4.4.2. Fermentacdo alcoélica do hidrolisado

A fermentagdodo hidrolisado concentrado (com adigdo de nutrientes) foi realizada nas
seguintes condigdes: 18 °Brix iniciais, apos adi¢do de 5% de melago de cana-de-agucar;

temperatura inicial 29 °C; volume inicial do mosto 700 mL, durante 24 h.

O processo fermentativo foi monitorado controlando a concentragdo de sélidos

soluveis (°Brix) e pH, mostrados na tabela 14 e figura21, respectivamente.

Tabela 14 — Resultados do monitoramento da fermentagdo do hidrolisado concentrado

Tempo (h) Soélidos soliveis (“Brix) pH
0 18,0 4,5
2 17,2 3.77
4 16,0 3,67
6 15,0 3,58
8 13,5 3,53
10 12,4 3.47
12 11,7 3.51
14 10,7 3.41
16 9.3 3,39
18 8.5 3.35

20 8.0 3,32
22 7,0 3,32
24 7,0 3,32
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Com os resultados obtidos na tabela 15 pode-se observar que o consumo de agucares
variou entrel8,0 e 7,0 °Brix e o pH de 4,5 a 3,32. Para maiores concentragdes de hidrolisado
(entre 18 e 10,7) ndo ocorreu inibi¢do da levedura S.cerevisiae, favorecendo o crescimento
celular e a produgdo de bioetanol, em pH 3,41. Na figura 21 sdo mostrados os perfis das
curvas de solidos soluveis (°Brix) e pH do monitoramento da fermentagdo alcodlica durante
24 h. Com os dados obtidos, pode ser observado na figura 21 que houve um decaimento do
substrato durante o processo, favorecendo o crescimento celular e a produgdo de bioetanol no
periodo entre 2 e 14 h, apés esse intervalo de tempo, provavelmente ocorreu inibigdo da
levedura devido a presen¢a de inibidores no hidrolisado, indicando que o consumo do
substrato ndo foi total. Observou-se também que até as 14 h a fermentagdo ocorreu de forma
satisfatoria, conforme indicada pelo consumo dos agulcares e consequente formagdo do
produto. A queda gradual do pH durante as 24 h também é um indicativo da normalidade do

processo fermentativo.

Figura 21 — Evolugdo das curvas do processo fermentativo
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4.4.3. Parametros cinéticos da fermentacio do hidrolisado do bagaco de caju

Os parametros cinéticos calculados no fermentado obtido foram: quantidade de alcool
produzida (P), produtividade (Qp), fator de converséo de rendimento de substrato em produto

(Yp/s), eficiéncia fermentativa (rendimento) e concentragdo de etanol no fermentado. Estes

Epifanio da Silva



81

pardmetros sdo influenciados pelas varidveis tempo, temperatura, taxas especificas,
crescimento celular, acidez, dentre outras, que afetam o processo, impondo-lhes limites e
condigdes (OLIVEIRA, 2010). Os valores dos pardmetros cinéticos do fermentado do
hidrolisado e do teor alcodlico sdo mostrados na tabela 16.

De acordo com os dados da tabela 15, observou-se que os resultados da fermentacdo
do hidrolisado (quantidade de alcool produzida, produtividade, fator de conversio de
rendimento de substrato em produto e eficiéncia fermentativa) e do teor alcodlico foram

satisfatorios.

Tabela 15 — Pardmetros cinéticos da fermentagdo do hidrolisado de bagago de caju
comparado com fermentado de diversas biomassas da literatura

Parametros Valores Valores
experimentais literatura
Etanol produzido (P) (g L™) 55,30 2,62 -39,20
Qp(gL'n™h 2,30 0,20 — 1,42
Yp/s (g/g) 0,38 0,13 -0,62
Eficiéncia fermentativa (%) 74,0 9,80 — 72,55
C. Etanol no fermentado (%) 7,05 3,2-8.30

No trabalho de Irene e Claudio (2006) que estudaram a produgdo de etanol a partir do
hidrolisado obtido por tratamento hidrotérmico de farelo de mandioca, encontraram valores de
produgdo em etanol de 2,89% (p/p) e fator de conversdo na fermentagdo de 0,46 (m/m)
obtendo uma eficiéncia de 71,43% no processo fermentativo. Deonir e Henrique(2007)
pesquisando sobre a produgdo de dlcool de mandioca a partir de hidrélise enzimatica natural,
obtiveram resultados de produc@o em etanol de 3,92% e obtendo uma eficiéncia de 71,43% no
processo fermentativo. Furlan (2009) estudando a produgdo de bioetanol a partir de residuos
celulésicos da agroindustria do arrozobteve no processo fermentativo em condigdes
anaerdbicas: 23,3 g. L™ de etanol correspondendo a 0,41 g/g de conversdo. Em estudos sobre
a hidrolise enzimatica hibrida, Pachecoet al. (2010) na etapa de fermentagdo produziu 4,6 g/L
de etanol. Costa (2010) realizou um estudo comparativo das hidrélises 4cida e enzimatica de
matérias-primas amildceas visando a obtengd@o de etanol, os mostos fermentados resultaram
em teores alcodlicos 7,5°GL e 8,3°GL para os hidrolisados acidos enquanto os hidrolisados

enziméticos forneceram valores entre 10,7°GL e 11,6°GL. Silva (2012) em seu trabalho de
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mestrado sobre: Otimizagdo do pré-tratamento 4cido de torta de carogo de algoddo e bagago
de malte com farinha de pupunha para produgdo de bioetanol de segunda geragdo, em
fermentag@o com S. cerevisiae encontrou valores de Yp/s de 0,30 para a torta de carogo de
algoddo e 0,37 para o bagago de malte. Hickert (2012), em sua dissertagio de mestrado
pesquisando sobre a Otimizagdo da hidrdlise da casca de arroz (Oryza sativa) e avaliagio da
capacidade de bioconversdo deste hidrolisado a etanol e xilitol para o uso de diversas
leveduras, encontrou valores respectivos de Yp/s e Qp: C. sheratae (0,40 e 0,16); P. Stipitis
(0,35 e 0,14); S.cerevisiae (0,52 e 0,38) e S.arborariae (0,45 ¢ 0,16).
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5. CONCLUSOES

O teor de polissacarideos total proximo de 45% encontrado no residuo industrial do
pedunculo de caju contribui para o seu uso como fonte de matéria prima celulésica, tanto para
a produgdo de etanol de segunda geragdo, apds hidrélise, como para a produgdo de celulose
modificada.

Para o uso do residuo industrial do pediinculo de caju como fonte de matéria prima
celul6sica, para a produgdo de etanol de segunda geragdo, torna-se necessirio um pré-
tratamento 4cido para remogdo de polioses e extrativos, seguido de uma deslignificagdo para a
maxima remogdo de polifendis presentes na biomassa.

O pré-tratamento que se mostrou mais vidvel, dentro das condig¢des estudadas, foi com
0 uso de um éacido moderado, o H3PO4 a 1%, num tempo de 40 minutos de hidr6lise numa
temperatura de 100°C,com um rendimento de biomassa de 76,45% e com um teor de lignina
residual de 34,95%.

O residuo industrial do pedinculo de caju € sensivel a deslignificagdo frente ao
processo de polpagio soda (NaOH - 1%), num tempo de 80 min de polpagdo e temperatura de
160°C.

Os valores de energia de ativagio encontrados para as diferentes fasesdos processos de
deslignificagdo soda (NaOH - 1%), de 56,89 kJ/mol e 43,39kJ/mol para a fase principal e
para a fase residual para a quebra das ligagdesa-O-4 e B-O-4, mostram a eficiéncia do
processo de pré-hidrdlise na exposigdo da lignina presente na biomassa pré-hidrolisada.

A condigdo de hidrdlise acida considerada como 6timas dentro da faixa estudada foi:
temperatura de 170 °C, tempo de 15 min e concentragio de H,SO4 de 1,5%.

O processo de hidrolise mostrou-se eficiente dentro das condi¢des estabelecidas,
resultando num licor hidrolisado ndo tratado com aproximadamente 10 °Brix.

Observou-se uma eficiéncia fermentativa de 74% no hidrolisado concentrado nas
seguintes condig¢des: solidos soltveis iniciais de 18 °Brix ap6s a adigdo de 5% de melago de
cana-de-agucar; temperatura inicial 29 °C; volume inicial do mosto 700 mL, durante 24 h de
fermentagdo, comprovando o uso potencial do residuo industrial do pedinculo de caju para a

produgdo de bioetanol.
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6. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Fazer uma avaliagdo comparativa de custos de produgdo do fermentado com adigéo

de aglicar comum e melago de cana-de-agucar.

Avaliar a qualidade do etanol produzido de acordo com os padrdes exigidos pela

legislagdo brasileira vigente.

Realizar o aproveitamento do bagago do pedinculo de caju, para a produgdo de
papel.

Estudar a viabilidade de aproveitamento da lignina a partir do licor negro para a

produgdo de resina.

Aproveitamento os aglicares da pré-hidrélise da hemicelulose (pentoses) e da
hidrolise da celulose (hexoses) do bagago de caju para produzir bioetanol hidratado.
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Tabela 1 — Resultados experimentais da produgdo do fermentado a partir do suco clarificado
do pedunculo de caju

Determinagdes Resultados
pH do fermentado 3,70
Acidez do fermentado (g/100ml em ac.acético) 0,51
°Brix do suco 10,00
°Brix do fermentado (inicial) 23,50
Concentragéo de sacarose consumida (g/L) 239,75
Teor alcoolico do fermentado (°GL) 12,00
Rendimento do fermentado (% em bebida) 95.83
Rendimento de produgéo de etanol (%) 74,10
Produtividade de produgdo de etanol (g/L.h) (Qp) 2,39
Yp/s 0,3787
Yx/s 0,073

CINETICA FERMENTATIVA DE PRODUCAO DO FERMENTADO DE CAJU
PARA A PRODUCAO DE ETANOL HIDRATADO

Tabela 2 — Dados experimentais das concentra¢des de sacarose, etanol e biomassa, durante 24
horas de fermentagdo e os valores finais das concentragdes ao final da fermentagéo (36 horas).

Tempo | Concentragdo de | Concentragdo de | Concentragdo | Acidez total (em pH
(h) sacarose (g/L) etanol(g/L) de biomassa | 4c. Acético
) ) (@L)(X) | ¢/100mL)

0 239,75 0,0 16,7 0,215 3,93
2 224,30 1,579 17,5 0,24 3,90
- 193,92 12,237 18,0 0,285 3,87
6 163,53 20,922 2.5 0,36 3,69
8 133,14 41,054 22,0 0,40 3,66
10 107,81 48,159 22,0 0,42 3.67
12 92,62 57,634 32,0 0.40 3,66
14 80,46 60,397 34,0 0,46 3,68
16 67,30 70,265 31,0 0,46 3.69
18 57,16 73,424 31,0 0,48 3,70
20 47,03 19,7192 31,0 0,49 3.69
22 42,00 77,371 26,5 0,51 3,69
24 37,00 81,319 21.5 0,51 3,69
36 1,014 110,53 0.4 0,51 3,69

S = sacarose; P = produto; X = biomassa
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PRE-HIDROLISE DO BAGACO DE CAJU SECO

Apéndice A — Cinética de pré-hidrolise do bagago de caju com H3;POy4 a temperatura de
100°C. Resultados: rendimento bagago residual (BR) e Teor de lignina Klason (LK) insolavel

Tempo H,S0,4 Rendimento BR Teor de LK Teor de holocelulose
(min) (%) (%) (%) (%)
20 0,5 86,70 36,34 27,94
20 1,0 83,83 338.17 30,90
20 1.5 80,05 33,98 31,10
40 0,5 81,35 35,70 28,12
40 1,0 76,45 34,95 32,60
40 1,5 69,63 33,56 31,80
60 0,5 77,78 35,09 28,30
60 1,0 72,12 34,80 32,78
60 1,5 65,01 32,59 33,50
80 0,5 75,02 34,76 28.50
80 1,0 67,99 34,56 33.25
80 1.5 59,73 31,46 34,20
100 0,5 72,65 32,46 29,00
100 1,0 65,94 32,44 33,44
100 1,5 53,03 30,78 34,30
120 0,5 70,80 31,17 29,90
120 1,0 63,92 30,36 33,60
120 1.5 52,04 29,17 34,50
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CINETICA DE DESLIGNIFICACAO ALCALINA

Anexo A — Cinética do rendimento bruto de polpa do processo soda, em fungdo da

temperatura e do tempo de cozimento com base em 6,0 gramas de bagago de caju seco pré-
hidrolisado.

Temperatura(°C) | Tempo | Rendimento | Temperatura(°C) | Tempo | Rendimento
(min) | de polpa (%) (min) | de polpa (%)
20 42,00 10 25,40
40 38,50 30 19,61
60 36,00 50 17,75
100 80 33,70 140 60 17,61
100 33.40 70 17,36
120 26,70 80 17,31
140 32,50 100 16,43
160 31,00 120 16,25
20 26,10 10 24,34
40 25,90 20 19,27
60 23,07 30 17,65
120 80 22,33 150 40 17,51
100 20,35 50 17,42
120 19,74 60 17,12
140 19,26 70 17,00
160 19,18 80 16,73
20 21,75 10 22,96
40 19,32 20 22,56
60 18,55 30 18,47
130 80 17,70 160 40 16,98
100 17,50 50 16,78
120 17,30 60 16,63
140 17,22 70 16,36
160 16,70 80 16,32
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Anexo A — Cinética do teor lignina residual no processo soda, em fungdo da temperatura e do
tempo de cozimento com base em 6,0 gramas de bagago de caju seco pré-hidrolisado.

Temperatura | Tempo | Teor lignina | Temperatura| Tempo | Teor lignina
c (min) residual (%) 5> (min) residual (%)
20 34,97 10 16,70
40 30,40 30 12,50
60 28,51 50 11,80
100 80 27,30 140 60 10,90
100 26,90 70 10,70
120 21,00 80 10,20
140 25,90 100 8,70
160 24.80 120 8,50
20 22,00 10 15,70
40 19,70 20 14,90
60 17,50 30 13,70
120 80 15,30 150 40 12,60
100 13,50 50 11,00
120 12,90 60 10,20
140 12.40 70 8.90
160 11,30 80 8.80
20 11,70 10 15,30
40 11,40 20 12,20
60 10,80 30 12,00
130 80 10,40 160 40 11,10
100 9,60 50 10,40
120 8.90 60 10,00
140 8,50 70 9.80
160 7,70 80 8,90
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FIGURA 1 - Dados experimentais das concentragdes de sacarose em relagio ao °Brix
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ANEXO B - Figuras dos dados experimentais da cinética fermentativa de produgdo do
fermentado de caju para a produgdo de etanol hidratado.
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Figura 3 — Determinagdo de holocelulose do bagago de caju pré-hidrolisado (reagentes: H;O
destilada a 100°C e H3PO4a 0,5%).
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ANEXO B - Teor de Lignina Residual (%)
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Figura 5.2— Variacdo do teor de lignina residual de polpa do bagago de caju (%)

ANEXO B - Teor de lignina na biomassa do bagaco de caju (%)
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Figura 5.3 — Variagdo do teor de lignina na biomassa (%)
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ANEXO B — Teor de lignina solubilizada (deslignificaciio) do bagacgo de caju (%)

Figura 5.4 — Variacdo do teor de lignina solubilizada (%)
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ANEXO B - Tratamento cinético usando ajuste linear

Figura 5.5 — Comportamento cinético de pseudoprimeira ordem para a polpagdo soda do
bagaco do pedinculo de caju (Anacardium occidentale, L.).
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