wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

PROCESSO DE PRODUGAO DE ETANOL A PARTIR DA
HIDROLISE ACIDA DE BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS

R.. C. BONISSATTO!, D.J. SILVA! J. M. de ALMEIDA?, F. A. RODRIGUES!, S. T. RESENDE® e
A. B. de MENDONCA NETO*

! Universidade Federal de Vicosa, Departamento de Quimica
2 Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Bioldgicas
% Universidade Federal de Vigosa , Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular
E-mail para contato: deusanilde@ufv.br

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo do potencial de trés biomassas
(bagaco de cana, papéis reciclaveis e algodao) para producdo de bioetanol, via hidrélise
acida. Inicialmente, as matérias-primas foram caracterizadas por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), difratometria de raios — X e analises de viscosidade. A avaliacdo da
etapa de desconstrucdo e o estudo cinético da sacarificacdo foram realizados através da
quantificacdo de aglUcares por massa de partida. Foram avaliados os rendimentos de
producdo de etanol por meio de picnometria. Através dos indices de cristalinidade obtidos
pelas analises de difratometria de raios - X, foi possivel concluir que a biomassa fibras de
algoddo apresentou rede cristalina mais organizada e a biomassa bagaco de cana menos
organizada. A biomassa aparas de papel situou-se em posicdo intermediaria. As
fotomicrografias conduziram a observacfes que estdo de acordo com os resultados de
difratometria de raios-X e de viscosidades das biomassas. Por meio da curva cinética foi
possivel verificar que as biomassas bagaco de cana e fibras de algoddo respondem,
respectivamente, de forma mais e menos eficiente a hidrélise &cida quanto a producéo de
acucares fermentesciveis. Isso pode ser atribuido a rede cristalina das biomassas.
Entretanto, maior rendimento em etanol foi alcangado pela biomassa fibra de algodao.

1. INTRODUCAO

Com o aumento do consumo de etanol nos ultimos anos, obtido principalmente da
fermentagdo de agucares provenientes de fontes sacarinas e amilaceas, o interesse em obter novas
fontes de matérias-primas para producdo desse combustivel é crescente. O novo conceito de
bioetanol corresponde a producéo de etanol a partir de fontes como biomassas lignocelulosicas, o
conhecido etanol de segunda geragdo. Essas matérias-primas sdo abundantes, pois podem ser
provenientes de residuos industriais e da agricultura como: bagaco de cana-de-agucar, aparas de
papéis, sabugo de milho, dentre outras. Durante a safra 2012/2013, mais de 588,9 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar foram moidas e geraram cerca de 159 milhdes de toneladas de
bagaco (CONAB, 2013). A maior parte foi queimada em caldeiras para cogeracdo de energia, no
entanto, cerca de 20% desse montante foi rejeitado pelo setor sucroalcooleiro (Leal e Castro,
2012). Considerando o setor papeleiro, a producdo total de papel no Brasil em 2013 foi de 10,4
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milhGes de toneladas e o consumo de papel reciclado (aparas) em 2012 alcancou 4,4 milhdes de
toneladas (BRACELPA, 2014). As fibras de algodao sdo consideradas muito puras apresentando
elevado teor de celulose (Edwards, Farwell e Webster, 1997). Os residuos de algodao gerados na
a 8% do total do algoddo processado. No ano de 2010, a industria de fiacdo consumiu,
aproximadamente, 1.494 mil toneladas de matéria-prima (naturais, artificiais e sintéticas) para a
fabricacéo de fios. A participacdo do consumo da fibra de algod&o no contexto geral da producgéo
de fios foi da ordem de 80% (Aquino, D.F., 2013). Os polissacarideos representam parte
consideravel do peso seco da parede e consistem em celulose (polissacarideo linear formado por
moléculas de glicose ligadas através de ligagdes p — 1,4 — glicosidicas), que compde de 20 a 40%
da parede, hemiceluloses (15 a 25%) e lignina (20-25%) e outros componentes que ndo fazem
parte da parede celular como os extrativos (Ogeda e Petri, 2010). Os teores de celulose das
biomassas algoddo, papéis reciclaveis e bagaco de cana apresentados na literatura sdo 90%
(Edwards et al., 1997), 80% (Silva, 2010) e 42,8% (Gouveia et al., 2009), respectivamente. Um
dos desafios para a obtencédo de etanol de biomassa lignoceluldsica esta relacionado as etapas de
desconstrucdo e de sacarificacdo da mesma. As cadeias de celulose estdo unidas entre si por
ligagOes de hidrogénio formando as microfibrilas e, por sua vez, essas sdo recobertas por
hemiceluloses e lignina formando uma matriz complexa que constitui a parede celular
(D’Almeida et al., 2013). A matéria-prima mais utilizada para a producéo de etanol é a sacarose
da cana-de-acUcar, mas a partir da viabilizacdo da producdo desse combustivel empregando
materiais lignoceluldsicos, é possivel aumentar sua producdo por hectare plantado (Finguerut et
al., 2008; Bastos, 2007). Para tanto, seria necessario a desconstrucdo/sacarificacdo da parede
celular para utilizacdo dos polissacarideos como aclcares fermentesciveis. Essa etapa de
obtencdo de monossacarideos passiveis de serem fermentados pode ser realizada por via quimica
ou via enzimatica (Rossell e Zainaghi, 2008). No primeiro, o0 objetivo é a utilizacdo de acidos
minerais para realizar o ataque aos polissacarideos. Essa etapa € dificultada pela rede cristalina
formada pela celulose, com baixa reatividade e acessibilidade, o que dificulta a acdo de agentes
quimicos (Wenzl, 1970; Ogeda e Petri, 2010). O processo de hidrélise acida consiste na
utilizacdo de um 4cido forte para clivar as ligacbes glicosidicas entre 0s monossacarideos,
normalmente opta-se pelos acidos sulfarico e cloridrico. O acido trifluoroacético quebra
preferencialmente ligacdes mais fracas, que sdo do tipo alfa (o), presentes nas ramificagdes das
hemiceluloses, enquanto os &cidos sulfarico e cloridrico discriminam pouco as ligagdes
glicosidicas, agindo de forma similar sobre a celulose e as hemiceluloses (Wenzl, 1970). A
celulose € o dltimo polissacarideo a ser hidrolisado devido & sua complexa interacdo
intermolecular, a completa auséncia de agua na estrutura das microfibrilas e pelas hemiceluloses
envolver as microfibrilas. O tempo de hidrélise acida das ligagdes do tipo alfa (a) e beta () é
diferente, por consequéncia, no processo que envolva a utilizacdo de biomassas com polimeros
que contenham diferentes tipos de ligagdes, como o caso de celulose e hemiceluloses, é
necessario bom controle dessa variavel. Os monossacarideos liberados antes tendem a degradar-
se, sofrendo caramelizagdo, e quando essa for intensa, formam-se furfurais ou
hidroximetilfurfural, os quais sdo toxicos para as leveduras na etapa de fermentacdo do
hidrolisado. Portanto, na hidrolise de uma mistura de celulose e hemiceluloses, a desconexdo
temporal das quebras das ligagdes glicosidicas torna-se um entrave (Wenzl, 1970; Taherzadeh e
Karimi, 2007). Dessa forma, o objetivo desse trabalho é a avaliagdo do potencial para produgéo
de bioetanol de trés biomassas distintas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

As biomassas foram: (a) papeis usados provenientes de rejeito de impressdo produzidos a
partir de polpa kraft branqueada de eucalipto, conhecidas no meio como aparas de papéis; (b)
fibras de algodao comerciais obtidas no comércio local, e (c) bagaco de cana, compreendendo ao
rejeito de lanchonete local, que serd4 chamado apenas de bagaco.

2.2. Métodos

Pré-tratamento das matérias-primas: as amostras de biomassa, antes e ap0s cada etapa,
tiveram seu teor a.s. (absolutamente seco) determinado de acordo com a norma TAPPI T421 om-
02. Todas as amostras foram acondicionadas em em sacos de polietileno. A amostra de papeis
usados ndo sofreu nenhum tratamento quimico. Ap6s a sua amostragem, foram cortados em
pedacos menores (~1,5x1,5 mm). A biomassa algoddo comercial foi submetida a extragdo com
acetona P.A. em aparelhagem Soxhlet para remover os componentes hidrofobicos da superficie
das fibras. Foram adotados 6 ciclos/h durante 4 horas. Apés a extracédo, as fibras foram secas a
temperatura ambiente. O bagaco foi, inicialmente, transformado em serragem e submetido a
extracdo com solventes para remocdo de extrativos (TAPPI T 204 om-88). Posteriormente, a
amostra foi deslignificada em duas etapas: (1) Miranda et al. (2012) e (2) Perez et al, (2011). Por
fim, a amostra foi submetida a remocéo de hemiceluloses de acordo com a metodologia proposta
por Silva et al., (2011).

Andlises das biomassas por difratometria de raios-X: Amostras de biomassa foram
submetidas a difratometria de raios-X (PANalytical modelo X’Pert PRO) no Laborat6rio de
Mineralogia (Departamento de Solos - UFV) para obter informagfes a respeito do grau de
cristalinidade das matérias-primas usadas na producdo de bioetanol. Conforme Segal et al.
(1959), o indice de cristalinidade foi calculado pela Equacgdo 1, o indice de cristalinidade (IC) é
dado pela diferenca entre uma unidade e a razdo entre a intensidade do minimo (Imin) € do
maximo (Imax) de difragdo relacionado a parte amorfa e cristalina, respectivamente.

IC=1-Inin/lnax  (Equacdo 1)

Determinacdo do grau de degradacdo das biomassas: o grau de degradacdo das amostras foi
avaliado de acordo com a medida de viscosidade de suas cadeias celuldsicas ap6s individualizacao
com solucdo alcalina de etileno diamina cuprica, a qual foi adaptada da norma TAPPI T230 om-82.

Avaliacdo da estrutura das biomassas por microscopia: Fragmentos de cada biomassa foram
montados sobre suportes metalicos de aluminio. Em seguida, foram desidratados em dessecador com
silica gel por 72 h. Apos, os fragmentos foram revestidos com ouro em p6 por meio de metaliza¢do no
aparelho Sputter Coater acoplado a um Freezing Drying Unit (Balzers, FDU010). Os fragmentos
foram examinados através de microscépio eletrénico de varredura (LEO, modelo 1430VP) operado a
20 Kv para a obtencéo das fotomicrografias com aumento de 250x.

Avaliacdo das etapas de desconstrugdo e de sacarificagdo das biomassas: Para efeito de
comparacdo do comportamento das trés biomassas, apds a etapa de desconstrucdo com acido
sulfarico 72% p/p, a quantidade de glicose foi quantificada. Com o objetivo de obter a cinética de
sacarificacdo das biomassas, a etapa de sacarificagdo com acido sulfarico a 36% p/p foi
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acompanhada mediante a quantificacdo de glicose em funcdo do tempo de sacarificacdo. Para
ambas as etapas, foi utilizado o método enzimético glicose monorreagente K082 da Bioclin, o
qual é especifico para a deteccdo de glicose e posterior leitura em espectrofotbmetro (marca
Spectrum, modelo SP-1105). Seguiu-se metodologia do fabricante. Curva padrdo com
concentragcdes conhecidas de glicose anidra. Os padrdes para as leituras foram preparados na
proporcdo de 4:1:5, em volume, de &gua destilada, solucdo de glicose e reagente,
respectivamente. Esses foram, entdo, colocados em banho-maria a 35 °C por 15 min para garantir
atividade 6tima das enzimas. As absorbancias dos padrdes foram lidas em 510 nm. As aliquotas
para cada amostra foram utilizadas na preparacdo para leitura, com metodologia igual a
conduzida para elaboracdo da curva padrdo. Os valores de absorbancia foram relacionados as
concentracdes por meio da curva analitica de referéncia.

Hidrolise &cida e obtencdo do etanol: Desconstrucdo da macroestrutura das biomassas e
sacarificacdo dos polissacarideos: Na desconstrucdo, foi utilizado acido sulfurico 72% p/p, na
proporcdo de 15 mL do &cido para 1 g de biomassa seca, a temperatura ambiente e sob agitacao
constante com bastdo de vidro por, aproximadamente, 20 minutos. Ao final desta etapa, obteve-se
uma mistura liquida, uniforme, de coloracdo caramelo escuro. A mistura, entdo, foi alimentada em um
reator de vidro bateladas com trés bocas, contendo 120 mL de &gua destilada pré-aquecida, em que a
concentracdo de &cido sulfurico foi reduzida para, aproximadamente, de 36% p/p quando deu-se
inicio a sacarificacdo. A mistura foi mantida a, aproximadamente, 90°C por 90 minutos sob agitacédo
constante. A reacdo foi paralisada imergindo a mistura em banho de gelo. Neutralizacdo e ajuste de
pH: A neutralizacdo foi feita com hidréxido de calcio até pH proximo a 4,5 com o objetivo de
remover o ions sulfato presentes na solucdo e de fornecer as condi¢Bes favoraveis a atividade das
leveduras. O sulfato de calcio formado foi removido por filtracdo e armazenado para posterior
destinacdo. Caso necessario, o ajuste fino era realizado com solucdes 0,1 mol L™ de HCI e de 0,1 mol
L™ de NaOH. Ajuste do teor de aclcares e fermentacdo: O teor de aclcares aparente do filtrado foi
medido com um refratbmetro portatil. Caso necessario, a 4gua era evaporada para ajuste do °Brix
entre 12 e 14°Brix. O produto da sacarificacdo foi adicionado em um reator de fermentacdo de 250
mL em batelada com controle de temperatura e agitacdo em ambiente de anaerobiose juntamente com
cerca de 7 g de fermento biologico hidratado composto por ~10% de levedura Saccharomyces
cerevisiae. O tempo de fermentacéo foi em torno de 16 horas e a temperatura foi mantida entre 25 e
30 °C. Apos o téermino da fermentacdo, a mistura foi submetida a filtracdo de forma que a suspensdo
de leveduras fosse removida. Destilacdo e determinacéo do teor alcoolico: A destilacdo foi realizada
em um minissistema de destilagdo simples projetado e confeccionado na UFV. O volume obtido de
etanol recolhido era de, aproximadamente, 25 mL. Para mensurar o teor alcodlico da solucdo
hidroalcodlica foi utilizado o método indireto da medicdo da densidade por picnometria, utilizando de
10 mL da solucéo a 20°C. A partir da densidade da solucdo hidroalcodlica, foi possivel determinar o
teor de etanol através de tabela de conversdo em graus Gay Lussac e, posteriormente, o volume e a
massa de etanol celuldsico produzido. O rendimento com base no material de partida foi calculado
dividindo a massa de etanol produzida pela massa absolutamente seca da biomassa submetida a
hidrolise. Todas as etapas foram realizadas com, no minimo, trés repeticdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Difratometria de raios-X e viscosidade das amostras de biomassas
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Informacdes sobre a estrutura cristalina das biomassas em relacdo a estrutura amorfa estao
apresentadas na Figura 1. Segundo o método de Segal et al. (1959), o indice de cristalinidade
corresponde a diferenca entre uma unidade e a razdo entre a intensidade do minimo e do maximo de
difracdo. Sendo assim, o algoddo, o papel e 0 bagaco apresentaram indices de cristalinidade de 82,8%,
77,3% e 77,1%, respectivamente (Figura 1). Portanto, enquanto o algod&o apresentou estrutura menos
disponivel para o ataque pelo acido na hidrolise, o que dificultaria a formacdo de agucares
fermentesciveis, o bagago e o papel apresentaram estruturas mais acessiveis ao ataque dos ions H".
Embora seja visivel pelo grafico que o bagaco apresentou grau de cristalinidade inferior, devido ao
pico referente a intensidade de maximo ndo ser tdo proeminente quanto aos demais. A viscosidades
das biomassas estdo de acordo com os resultados da difratometria de raios-X, ja que maior valor de
viscosidade esta relacionado com maior grau de polimerizacdo, conforme é mostrado no trabalho de
Krassing (1993), e, consequentemente, a uma estrutura com maior grau de organizagao e, portanto,
cristalinidade. Dessa forma, o bagaco, que apresenta uma viscosidade de 15,0+0,10 cP, seria mais
acessivel ao ataque &cido na hidrolise do que o papel (26,3+0,07 cP) e o algoddo (58,0+0,07 cP),
sendo este 0 que apresentou as cadeias de celulose com maior grau de polimerizacdo do que as duas
outras biomassas.

E 2 "“-‘\‘ / i o

bl S

Bagaco de cana

N .

Figura 1: Curvas comparativas de difratometria de raios-X para as diferentes biomassas.

3.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

De acordo com as imagens obtidas por MEV (Figura 2), é possivel identificar maior integridade
das fibras de algoddo (Figura 2-111) em relacdo ao bagaco (Figura 2-1) e ao papel (Figura 2-11). No
bagaco, séo visiveis fibras mais curtas e a presenca de finos, o0 que poderia facilitar o ataque &cido a
biomassa. As fibras dos papéis reciclaveis (Figura 2-11) apresentaram caracteristicas intermediarias
comparadas as carateriticas morfoldgicas do bagaco e do algoddo. Dessa forma, as imagens estdo de
acordo com os resultados de difratometria de raios-X (Figura 1) e de viscosidades das biomassas.
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Figura 2: Fotomicrografias das biomassas: bagaco (I), papel (II) e algodao (III) antes da hidrdlise.

3.3. Avaliacdo da desconstrucéo e da sacarificacdo das biomassas e rendimentos
em bioetanol

A producéo de acgucares fermentesciveis apresentada na Figura 3 é dada pela razéo entre a
glicose produzida pela biomassa seca de partida (m/m). Considerando a etapa de sacarificagao, o
bagaco é mais facilmente hidrolisado quando comparado as demais biomassas (Figura 3, B). Esse
fato pode ser explicado mediante a analise de sua estrutura cristalina por meio de difratometria de
raios—X (Figura 1) e do grau de polimerizacdo dado pela viscosidade (15,0+0,10 cP) dessa
biomassa quando comparada aos resultados de viscosidade do papel (26,3+0,07 cP) e do algod&o
(58,0+0,07 cP). O comportamento cinético apresentado pelas trés biomassas nos primeiros 60
min foi foram foram diferentes (Figura 3-B). Também, o tempo para atingir o equilibrio para as
trés biomassas mostrou-se diferentes. Comparando a curva para o bagaco e para o algoddo, esta
ultima parece ser necessario mais tempo para atingir o equilibrio do que o bagaco, considerando
as mesmas condicdes da hidrolise. Maior tempo de hidrolise, poderia gerar maior quantidade de
glicose por biomassa de partida. De acordo com os resultados de rendimento mostrados na
Figura 3-C, dado em gramas de etanol produzido por grama a. s. de biomassa de partida, 0s
resultados obtidos foram o inverso do esperado. Ou seja, 0 bagago com maior teor especifico de
glicose apos a etapa de hidrélise (0,22 g/g) apresentou menor resultado de rendimento (12%),
(comparar Figura 3-B com Figura 3-C). O algoddo, com menor teor de glicose especifica (0,02
0/g) apresentou maior rendimento em etanol (23%), (comparar Figura 3-B com Figura 3-C). Os
resultados alcancados para a biomassa papel foram intermediarios. Uma hipotese para explicar
este comportamento poderia ser formulada com base na pureza do material de partida com
relacdo aos inibidores como extrativos e lignina, embora tenha sido feito pre-tratamentos para
remocdo dessas subtancias. Segundo Soares (2013), a eficiéncia de conversdo de celulose em
glicose e os rendimentos na etapa de fermentacdo dependem do teor e distribui¢do de lignina no
material, o que justifica maiores rendimentos para materiais com teores de lignina inferiores.
Dessa forma, para verificacdo dessa hipoOtese, analise quimica do material € sugerida.
Considerando os resultados da literatura para rendimento em etanol, Mascal e Scown (2008)
obtiveram aproximadamente 0,125 g de etanol a partir de 1 g de papel jornal, biomassa que além
de celulose e hemiceluloses, possui lignina devido ao processo mecénico de obtencdo desse tipo
de biomassa. Isto corresponde a um rendimento em etanol base papel jornal de 12,5%, portanto,
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inferior ao rendimento obtido utilizando as biomassas algoddo e papel e superior ao obtido para
bagaco de cana. No entanto, as condi¢fes de fermentacdo empregadas por Mascal e Scown
(2008) foram distintas da utilizada no presente trabalho (adicionou-se nutrientes para a levedura,
néo especificou a cepa de leveduras).
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Figura 3: Quantificagdo da glicose apés a etapa de desconstrugao (A) e ao longo da sacarificacio (B) e
rendimento em bioetanol (C) para as trés biomassas.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados alcangados, as conclusdes abaixo podem ser enumeradas: (a)
Através dos indices de cristalinidade obtidos pelas analises de difratometria de raios - X, foi
possivel concluir que a biomassa algoddo tem rede cristalina mais organizada e a biomassa
bagaco de cana menos organizada. A biomassa papel situou-se em posicao intermediaria. As
fotomicrografias conduziram a observag6es que vao de acordo com os resultados de difratometria
de raios-X e viscosidades das biomassas; (b) Por meio da curva cinética foi possivel verificar que
as biomassas bagaco e algoddo respondem, respectivamente, de forma mais e menos eficiente a
hidrélise &cida quanto a producdo de agUcares fermentesciveis. Isso pode ser atribuido a rede
cristalina das biomassas. Entretanto, maior rendimento em etanol foi alcancado pelo algoddo; (c)
embora os resultados tenham sido menos satisfatorios para o bagaco, esta biomassa possui grande
potencial para producdo de etanol em razdo da sua quantidade disponivel (31,8 milhdes de t) em
comparacdo com o papel (6 milhdes de t) e com o algoddo (0,12 milhdes de t na fiagdo). Mais
estudos seriam necessarios, especialmente a determinacdo da composicdo quimica das biomassas
e 0 comportamento da etapa de fermentagéo.
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