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Producao de etanol de segunda geracao a partir de um derivado de
celulose

RESUMO

O mundo se depara atualmente com a perspectiva de um significativo
aumento na demanda por etanol. Para evitar que haja o limite da oferta ou a
competicdo pelo uso da terra para a geracao de energia e producao de alimentos,
especialmente em locais que nao dispdem de clima favoravel ou extensao territorial
para cultivo, torna-se necessario investir no desenvolvimento de tecnologias de
segunda geragao de produgao de etanol. A produgéo de etanol a partir da biomassa
lignoceluldsica envolve quatro etapas: pré-tratamento para a remocgéo da lignina e
hemiceluloses, hidrolise da celulose, fermentagcdo da glicose e destilagdo. Devido
ineficiéncia dos pré-tratamentos e alto grau de cristalinidade da celulose, o
rendimento liquido da conversdo desse polimero em glicose tem sido um dos
grandes desafios na busca por uma tecnologia que viabilize o processo de hidrdlise
para torna-lo mais competitivo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
desenvolver tecnologia para a produgao de etanol de segunda geracéo, utilizando
como matéria-prima o filtro de cigarro, que é constituido essencialmente por um
derivado de celulose obtido do descarte da industria de cigarro, o acetato de
celulose, e dessa forma verificar a influéncia da substituicdo dos grupos OH na
melhoria do acesso e reatividade da celulose. Os materiais foram analisados pelas
técnicas: CHN, DRX, TGA, DSC, FTIR. Os difratogramas de raios X dos materiais
mostraram uma grande diferenca entre as cristalinidades da celulose e acetato de
celulose. As reagdes de hidrolise foram realizadas em autoclave, a temperatura de
120 °C, variando-se a concentracédo de H,SO., e o tempo de reagéo. A quantificacao
da glicose foi feita a 505 nm no espectrofotometro UV-vis, através de teste
enzimatico colorimétrico utilizando um reagente especifico. A composi¢cdo dos
hidrolisados foi analisada por HPLC (high performance liquid chromatography). O
rendimento maximo em glicose, 92,3%, foi alcangado para a hidrdlise do acetato de
celulose em solucédo de H,SO4, 5%, por 180 minutos. Os testes de fermentacdo do
hidrolisado com o maior teor de glicose foram realizados em biorreator tipo INFORS
HT Multifors 2 Cell utilizando YNB e hidrolisado na proporgao de 1/1, os quais foram
mantidos sob agitagdo de 200 rpm, temperatura de 30 °C e sem aeragao por 25
horas. Como agente fermentador foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae.
O consumo de glicose e a producdo de etanol foram quantificados durante a
fermentacdo a partir de coletas de amostras do meio em intervalos de 2 horas e
posterior analise por HPLC. A taxa de conversao da glicose em etanol foi 0,50 g/g e
a eficiéncia da fermentagdo atingiu valores proximos de 100%. Os resultados
encontrados foram extremamente importantes e esse estudo apontou novos
caminhos para a hidrélise acida com base na modificagado quimica da celulose.

Palavras-chave: Acetato de celulose, celulose, etanol 2G, hidrélise, modificacdo
quimica.
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Production second-generation ethanol from a cellulose derivative

ABSTRACT

The world is currently faced with the prospect of a significant increase in
demand for ethanol. To avoid having the limit of the offer or competition for land use
for energy generation and food production, especially in locations that lack the
favorable climate or land area for cultivation, it is necessary to invest in the
development of technologies second generation production of ethanol. The
production of ethanol from lignocellulosic biomass involves four stages: pre-treatment
for the removal of lignin and hemicellulose, hydrolysis of cellulose, glucose
fermentation and distillation. Due inefficiency of pre-treatment and high degree of
crystallinity of cellulose, the net income from the conversion of glucose polymer has
been a major challenge in the search for a technology that enables the hydrolysis
process to make it more competitive. Thus, the objective of this work was to develop
technologie for second generation ethanol production, using as raw material the
cigarette filter, which consists essentially of a derivative of cellulose obtained by
discarding the cigarette industry, cellulose acetate, and thereby determine the
influence of replacement of OH groups in improving access and reactivity of
cellulose. The materials were analyzed by techniques: CHN, XRD, TGA, DSC, FTIR.
The diffractograms ray-X of the materials showed a large difference between the
crystallinities of cellulose and cellulose acetate. The hydrolysis reactions were
performed in an autoclave at a temperature of 120 °C by varying the concentration of
H.SO, and the reaction time. Quantification of glucose was carried out at 505 nm UV-
vis spectrophotometer, using enzymatic colorimetric test using a specific reagent.
The composition of the hydrolysates were analyzed by HPLC (high performance
liquid chromatography). The maximum vyield of glucose, 92.3% was achieved for the
hydrolysis of the cellulose acetate solution of H,SO,, 5%, for 180 minutes. The
hydrolyzate fermentation tests with the highest glucose content were performed in a
bioreactor type INFORS HT Multifors 2 Cell using YNB and hydrolyzed in the ratio of
1/1, were kept under stirring at 200 rpm, temperature of 30 °C and without aeration
for 25 hours. As fermenting agent used was Saccharomyces cerevisiae. The glucose
consumption and ethanol production were quantified during fermentation from the
sample collection means at intervals of 2 hours and subsequent HPLC analysis. The
rate of conversion of glucose into ethanol was 0.50 g / g and the efficiency
fermentation eached values close to 100%. The results were extremely important and
this study found new ways to acid hydrolysis based on the chemical modification of
cellulose.

Keywords: Acetate cellulose, cellulose, ethanol 2G, hydrolysis, chemical
modification.
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1 INTRODUGAO

A instabilidade politica dos paises produtores de petrdleo, preocupacdes com
a segurancga energeética, esgotamento de fontes de combustiveis fosseis, aliados aos
efeitos negativos derivados da sua utilizacdo e ao aumento da demanda de energia,
tém motivado a busca por fontes renovaveis de energia.

A produgao de etanol a partir de biomassa lignocelulésica (etanol de segunda
geracéo) € apontada hoje como o maior potencial entre as possiveis alternativas
para aumentar a producdo de etanol no mundo, sem comprometer a seguranca
alimentar. A importancia da produgao de etanol a partir de materiais lignocelulésicos
decorre da possibilidade de se utilizar matérias-primas de baixo custo, tais como
residuos agroindustriais e urbanos tornando-se possivel aumentar a produgao de
etanol sem aumentar a area plantada.’

Cerca de 60% do peso total dos residuos sélidos urbanos gerados no mundo
sdo representados por materiais de origem vegetal, como por exemplo, papel,
papeldo, guimbas de cigarro, madeira, entre outros.? Esses residuos poderiam ser
aproveitados para a produgdo de etanol de segunda geracdo com vantagens
significativas, pois além de agregar valor a um residuo, promoveria a redugao do seu
impacto ambiental.?

Segundo Brum (2010)", O processo tradicional de produgéo de etanol obtido a
partir do caldo da cana-de-agucar, “etanol de primeira geragao”, aproveita apenas
20% em peso da cana-de-agucar. Com o desenvolvimento da tecnologia de segunda
geracgao, o Brasil poderia dobrar a producao de etanol apenas com o aproveitamento
da celulose do bagago da cana-de-agucar.

A producdo de etanol de segunda geragao envolve quatro etapas. Pré-
tratamento para remover a lignina e as hemiceluloses, hidrolise da celulose para
obtencgao da glicose, fermentacao do agucar e destilacdo para a obtencao do etanol.

Atualmente, dois processos hidroliticos tém sido desenvolvidos, a hidrolise
com acidos minerais e a hidrolise enzimatica. No entanto, a hidrélise com acidos
minerais necessita de altas temperaturas e equipamento resistente a corrosao,
enquanto que no processo enzimatico, os problemas sio relacionados ao alto custo,
longos tempos de reacgéo (até sete dias) e indisponibilidade comercial.*

Para melhorar a eficiéncia da hidrolise sédo realizados pré-tratamentos do

material lignoceluldsico, os quais podem ser fisicos (moagem, irradiagao), quimicos
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ou fisico-quimicos (explosao a vapor, extragao por solvente, tratamento com acido,
base ou agentes oxidantes.). O objetivo do pré-tratamento € aumentar a éarea
superficial acessivel do material, promover a deslignificagao parcial ou total, diminuir
o grau de polimerizacgao e a cristalinidade da celulose.®

Contudo, a necessidade de pré tratamento e o baixo rendimento em
sacarideo na hidrolise, em geral, devido a elevada estabilidade e resisténcia de
celulose a ataque quimico eleva o custo do etanol e dos demais produtos produzidos
a partir da celulose.®

Logo, se torna claro que o aproveitamento da biomassa lignoceluldsica exige
nova tecnologia que viabilize o processo de hidrolise para torna-lo mais competitivo.

Neste sentido, a modificagdo quimica da celulose, como uma etapa de pré-
tratamento, para torna-la menos cristalina, pode ser uma alternativa para facilitar a
hidrélise e assim melhorar a eficiéncia no processo de produgcdo de etanol de
segunda geragao.

O acetato de celulose é um derivado da celulose produzido pela substituicao
dos grupos hidroxila das unidades de glicose por grupos acetila. Este composto é o
principal constituinte do filtro de cigarro, e a utilizagcdo desses residuos poderia ser
um caminho extremamente interessante para resolver dois grandes problemas: a
poluicdo ambiental causada pelo descarte inadequado dos filtros de cigarro e a
diminuigdo da resisténcia da celulose a ataques quimicos e assim facilitar a hidrélise

por acidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma tecnologia para produgéo de
etanol de segunda geracéo, utilizando um derivado da celulose obtido de filtros de

cigarro como matéria-prima.

2.2 Objetivos especificos:

» Caracterizar os materiais celulose e acetato de celulose e avaliar a diferenca
de cristalinidade entre eles;

» Otimizar uma metodologia para a hidrélise do acetato de celulose objetivando
altos rendimentos em glicose;

» Fazer um estudo comparativo entre as eficiéncias das hidrdlises acidas dos
materiais, celulose e acetato de celulose, a partir da quantificacéo da glicose;

* Quantificar e estudar os produtos e subprodutos da reagao de hidrdlise por
HPLC;

* Obter o etanol de segunda geracéo por meio de fermentagao dos hidrolisados
obtidos;

e Estudar um processo fermentativo e quantificar os produtos da fermentacao
por HPLC.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biomassa

Em geral, denomina-se biomassa qualquer matéria organica de origem
vegetal ou indiretamente animal, formada pelo processo de fotossintese, que ocorre
na presenca de luz solar. Pode-se dizer que a biomassa é uma forma de
armazenamento de uma pequena fragao da energia solar que incide na superficie da
Terra. Essa energia € armazenada na forma de ligagdes moleculares organicas e,
por sua vez, é transformada e liberada por processos biolégicos e termoquimicos.
Ao contrario da energia dos combustiveis fosseis, a biomassa é renovavel.

Com excecgéo da cana-de-agucar, as tecnologias comercialmente disponiveis
na atualidade para a produgdo de etanol de primeira geracao a partir de biomassas
sacarineas e amilaceas envolvem ganhos energéticos e ambientais bastante
estreitos. Além disso, essas matérias-primas apresentam uma limitada vantagem
econdbmica e encontram, em geral, mercados alternativos mais atrativos, como
alimentos ou insumos para outros fins. Entretanto, apesar de suas destacadas
vantagens, a cana-de-agucar nao é uma opgao viavel para todas as regides do
planeta. E por esse motivo, os paises do hemisfério norte vém procurando
incessantemente rotas tecnologicas que permitam a produgédo de um biocombustivel
eficiente, tanto do ponto de vista ambiental quanto do ponto de vista econémico.’

Atualmente, a conversao de material lignocelulésico ou biomassa residuaria
em acgucares fermentaveis para producao de etanol de segunda geragao (etanol 2G)
vem sendo considerada como uma alternativa promissora para aumentar a producao
de etanol necessaria para atender a demanda mundial. O seu sucesso poderia
transformar o etanol em um biocombustivel passivel de ser produzido em quase
todas as regides do mundo, aproveitando a alta disponibilidade de residuos
organicos de diversas fontes. Praticamente todos os residuos de biomassa,
produzidos nas atividades agricolas e industriais, € mesmo o lixo urbano,
apresentam elevados teores de materiais lignocelulésicos.’

Entender a estrutura e a composicdo da biomassa lignocelulésica (Fig. 1) é
fundamental para compreender a tecnologia de produgao do etanol 2G.

De forma simplificada, a biomassa € constituida por trés componentes

principais: a celulose, a hemicelulose e a lignina. A celulose, que € um polimero de
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glicose, quando submetida a reagbes de hidrdlise, da origem a glicose. A
hemicelulose, é constituida por diferentes acgucares, principalmente xilose, um
acucar de cinco carbonos, que também tem potencial para ser transformado em
etanol, mas seu processo de fermentacdo depende da incorporagdo de
microrganismos especificos e diferenciados. O terceiro maior constituinte € a lignina,
uma macromolécula complexa, formada pela combinagcdo dos alcoois coniferilico,
sinapilico e p-cumarilico. Ela apresenta um alto poder calorifico e & produzida em
grandes quantidades, como licor negro, nas industrias de papel e celulose. Esta
caracteristica faz com que sua finalidade inicial seja a queima nas caldeiras para
produzir energia e equilibrar o balango energético da industria. A médio e longo
prazo existe possibilidade de uso da lignina na fabricacdo de produtos de maior valor

agregado.®

Lignina
Farede
Celular
Lignina
Hemicelulose

10-20 nm

Pentose .

B %

Celulose |

Figura 1: Estrutura da biomassa lignocelulésica®

Embora a constituicdo basica da biomassa vegetal seja, celulose,
hemicelulose e lignina, no entanto as suas propor¢des variam substancialmente,
dependendo do tipo, a espécie, e até mesmo a fonte da biomassa, como é mostrado

na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composigéo quimica parcial de alguns tipos de biomassa’

Biomassa Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Farelo de cevada 23 32,7 24 4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Palha de arroz 43,5 22 17,2
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Palha de sorgo 34 44 20
Casca de aveia 30,5 28,6 23,1
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
Eucalyptus globulus 46,3 17,1 22,9

3.1.1 Material lignocelulésico

O termo lignocelulose refere-se a estrutura da parte dos vegetais que
constitui a parede celular formada por fibras elementares de celulose envolvidas em
uma matriz amorfa composta de polioses (hemicelulose) e lignina. Essa matriz no
qual a fibra celuldsica esta envolvida (lignina) constitui uma barreira para o ataque

de microrganismos e enzimas, tornando um material pouco reativo e bastante rigido.

3.1.1.1 Celulose

A celulose é o principal constituinte das plantas, sendo o polimero natural
mais abundante da Terra, com uma producdo anual de mais de 50 bilhdes de
toneladas.® A unidade repetitiva da celulose é composta por duas moléculas de
glicose eterificadas por ligagdes [-1,4-glicosidicas. Esta unidade repetitiva,
conhecida como celobiose, contém seis grupos hidroxila que estabelecem
interagdes do tipo ligagdes hidrogénio intra e intermolecular. Devido a essas ligagdes
hidrogénio ha uma forte tendéncia da celulose formar regides cristalinas que a
tornam completamente insoluvel em agua e na maioria dos solventes organicos. O
grau de cristalinidade da celulose varia de acordo com sua origem e processamento.
A celulose de algod&o possui cadeias mais ordenadas, apresentando cristalinidade

de aproximadamente 70%, enquanto a celulose de arvores apresenta indice de
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cristalinidade ao redor de 40%.° Na Figura 2, apresenta-se a formagao da molécula

de celulose via condensacéao da glicose.

H onH
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-{n-1)H;0
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%‘ i 0 T penl v
0
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oH HO \,G\E\
H H H i H OH H

n = unidade repetida (glucose)

Figura 2 - Formacao da cadeia de celulose pela unido de unidades 3-D-glucose.™

3.1.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses ocorrem em associagao intima com a celulose e a lignina e
contribuem para a rigidez da parede celular das plantas em tecidos lignificados. As
hemiceluloses constituem cerca de 20 a 30% do total de massa seca dos tecidos de
xilema e tém uma composicdo heterogénea de varias unidades de agucares,
dependendo do tipo de planta, sendo classificadas como xilanas, unidades de [3-1,4-
D-xilose ligadas, mananas, unidades de [-1,4-D-manose ligadas, arabinanas,
unidades de a-1,5-L-arabinose ligadas e galactanas, unidades de [3-1,3-D-
galactose ligadas.™

Comparadas com a celulose, por apresentar somente regides amorfas, as
hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrdlise acida, pois oferecem
uma maior acessibilidade aos acidos minerais comumente utilizados como
catalisadores. Esta reatividade € usualmente atribuida ao carater amorfo destes
polissacarideos. Sdo bastante hidrofilicas, apresentam baixo peso molecular em

comparagao com a celulose e consideravel grau de ramificagdes entre suas cadeias,
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com natureza amorfa e grau de polimerizagédo (GP) variando entre 100 a no maximo
200." As hemiceluloses em biomassa agricola, como palhas e gramineas, sdo
compostas principalmente de xilana (Fig. 3), enquanto que as de madeira macia
contém principalmente glucomanan.

As hemiceluloses sdo ligadas através de ligacbes hidrogénio com as
microfibrilas de celulose na parede celular da planta e também s&o covalentemente
ligadas a lignina, formando em conjunto com a celulose uma estrutura altamente

complexa.

OH

o n

Figura 3 - Representacao esquematica da hemicelulose™

3.1.1.3 Lignina

A lignina esta associada com a celulose e a hemicelulose na composigéao de
materiais lignocelulésicos. A lignina € um material com estrutura tridimensional,
altamente ramificada, podendo ser classificada como um polifenol, o qual é
constituido por um arranjo irregular de varias unidades de fenilpropano que pode
conter grupos hidroxila e metoxila como substituintes no grupo fenil (Fig. 4). As
ligacdes éteres dominam a unido entre as unidades da lignina, que apresenta um
grande numero de interligacdes. Esta estrutura amorfa atua como um cimento entre
as fibrilas e como um agente enrijecedor no interior das fibras. A forca de adesédo
entre as fibras de celulose e a lignina é ampliada pela existéncia de ligagdes
covalentes entre as cadeias de lignina e os constituintes da celulose e da
hemicelulose. Existe uma grande dificuldade na elucidagdo quimica da estrutura da
lignina devido ao fato de ndo haver um método bem estabelecido para isolar a

lignina em sua forma nativa.®
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Figura 4: Modelo de estrutura da lignina™

Do ponto de vista da caracteristica da fibra, a lignina representa um dos
principais entraves para processos industriais como a polpagdo da madeira para
fabricacdo de papel e para producdo de agucares soluveis a partir de biomassa
vegetal.” Por esse motivo ela deve ser removida do complexo lignocelulésico,
através de uma etapa de pré-tratamento, para facilitar o acesso a celulose, por

agentes quimicos ou bioldgicos.

3.2 Producgao de etanol de segunda geracgao (2G)

Pode-se dizer de uma maneira simples que a obtencéo de etanol de segunda
geracéao - 2G envolve quatro etapas, conforme o esquema apresentado na Figura 5.
A primeira etapa consiste no pré-tratamento da biomassa, visando a remogao da
lignina e das hemiceluloses e diminuigdo da cristalinidade da celulose. A segunda
etapa envolve a hidrolise da celulose para producao de glicose. Na terceira e quarta
etapas ocorrem os processos de fermentacéo e destilagdo, respectivamente, como
acontecem no processo classico de produgao de etanol a partir do caldo da cana-de-

agucar.
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1 2
Biomassa Pré-tratamento Hidrolise :
lignocelul6sica Celulose _— Glicose
3
4 ) Fermentagéo
Destilagao
Etanol 26— Efanol + CO,

Figura 5 - Esquema das etapas envolvidas na produgéo de

etanol de segunda geracgao (2G)

3.2.1 Pré-tratamentos

Os processos de pré-tratamentos dos materiais lignocelulésicos representam
uma etapa imprescindivel na rota de produg¢ao de etanol 2G, pois objetiva separar a
matriz de lignina, solubilizar a hemicelulose e reduzir a cristalinidade da celulose,
para que a mesma fiqgue mais acessivel as hidrolises biolégicas e quimicas.®

Para ser considerado eficaz, o pré tratamento deve diminuir o grau de
polimerizagao das moléculas de celulose, ser capaz de eliminar a lignina para evitar
formacgao de subprodutos inibidores do processo de fermentagcao e, principalmente,
ser economicamente viavel. O desenvolvimento de pré tratamentos eficientes € uma
das mais urgentes prioridades para que a produgdo de etanol 2G se torne um
processo viavel e competitivo. A Figura 6 ilustra o efeito dos pré-tratamentos na
biomassa.

Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com diferentes rendimentos e
efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto nas etapas subsequentes.
Os métodos de pré-tratamento sao divididos em diferentes categorias: fisicos
(moagem e trituragdo), fisico-quimicos (Pré-tratamento a vapor/auto-hidrdlise,
hidrotérmicos e oxidagdo umida), quimicos (alcalino, acido diluido, os agentes

oxidantes, e solventes organicos), bioldgicos, ou uma combinagdo destes.®
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Figura 6 - Diagrama esquematico do pré-tratamento

da biomassa lignocelulésica™

Dentre estes meétodos, os pré-tratamentos quimicos e combinados tém

recebido uma maior atenc¢do, ja que removem a lignina sem degradar a cadeia

celulésica. Outros processos também bastante estudados sdo os de explosdo com

CO;, e tratamento com agua quente. Na Tabela 2 estdo resumidos os pré-

tratamentos mais citados hoje, suas limitagdes, vantagens e desvantagens.

Tabela 2 - Resumo de varios processos utilizados para o pré-tratamento da

biomassa lignoceluldsica '8 192

Processo de pré-
tratamento

Vantagens

Limitagoes e desvantagens

Trituracdo mecanica

Explosao a vapor

Ozonodlise

reduz a cristalinidade da
celulose.

provoca a degradacgao da

hemicelulose e transformacéao

da lignina; relagao custo-
beneficio.

reduz o teor de lignina; nao
produz residuos toxicos.

nao é suficiente para
aumentar a taxa de
conversao de acucar; nao
remove a lignina.

destruicdo de uma parte da
fragdo do xilano; ruptura
incompleta da matriz lignina-
carboidratos; geracéo de
compostos inibidores a
microrganismos.

necessidade de grande
quantidade de o0z6nio;
processo caro.
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Continuagao (Tabela 2)

Processo de pré- Vantagens Limitacoes e desvantagens
tratamento
AFEX aumenta a area de superficie nao é eficiente para biomas-

Oxidagao umida
alcalina

Pré-tratamento com
acido diluido

Pré-tratamento
alcalino

Organosolv

Biologico

acessivel, retira a lignina e
hemicelulose até certo ponto;
nao produz inibidores de
processos a jusante.

Formag&o minima de
inibidores;

Remocao eficiente de lignina;
Processo exotérmico: pouca
energia necessaria no
processo.

hidrolisa hemicelulose a
xilose e outros agucares;
altera a estrutura da lignina.

remove as hemiceluloses e
lignina; aumenta a area
superficial acessivel.

hidrolisa lignina e
hemicelulose.

degrada a lignina e
hemicelulose; baixa energia
requerida.

a com alto teor de lignina; alto
custo e elevado impacto
ambiental causado pela
amoénia.

Custo de oxigénio e
catalisador alcalino (Na,CO,).

custo elevado; equipamentos
resistentes a corrosao;
formacao de substancias
toxicas.

longo tempo de permanéncia
exigido; sais irrecuperaveis
formados e incorporados na
biomassa.

os solventes devem ser
drenados a partir do reator,
evaporados, condensados e
reciclados; alto custo.

taxa de hidrdlise € pequena;
velocidade baixa.
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3.2.1.1 Explosao a vapor ou auto-hidrolise

A utilizacdo da técnica de explosdo a vapor para o pré-tratamento da
biomassa vegetal se mostra uma das principais alternativas para a viabilizagdo de
uma rota de produgédo de etanol de segunda geracdo. Essa tecnologia separa os
principais constituintes da biomassa (celulose, hemicelulose e lignina) e aumenta a
susceptibilidade a bioconverséo.

Este processo consiste na exposi¢do do material lignocelulésico em um vapor
de agua saturado a alta pressao por um determinado tempo em um reator, seguido
de uma descompressao brusca em condi¢gdes atmosféricas. Durante o processo da
explosdo a vapor, a estrutura do material lignocelulésico € modificada por agentes
quimicos e fisicos. As moléculas de vapor d'agua, a pressao e temperatura
elevadas, penetram na estrutura da biomassa e, no momento da explosao, estas se
expandem, fazendo com que as ligagdes quimicas, que mantém os componentes
macromoleculares da biomassa fortemente unidos, se quebrem.?’

Diversos fatores, dentre eles, temperatura, pressao, tempo de residéncia do
material no reator e teor de umidade da biomassa, influenciam diretamente na
eficacia do pré-tratamento. Por isso, a escolha da condigdo ideal de operagéo do
pré-tratamento € fundamental para a recuperacdo dos principais componentes da
parede celular, bem como na eficiéncia das etapas subsequentes de sacarificacido
da celulose e de fermentacao dos hidrolisados obtidos.

Segundo Rabelo (2010)%, a ultrapassagem do tempo ideal, além de degradar
as estruturas lignoceluldsicas, degrada as ligagbes glicosidicas o que gera
subprodutos de dificil fermentagéo e inibidores que séo téxicos aos microrganismos
fermentativos, e uma etapa de detoxificacdo pode ser necessaria para eliminacao
desses inibidores. Ja em temperaturas e pressdes baixas a estrutura recalcitrante
lignoceluldsica ndo degrada por completo gerando baixas concentragcdes de celulose
sacarificada.

O processo elimina a maior parte das hemicelulose, facilita a posterior
hidrdlise da celulose, e tem a grande vantagem de n&o utilizar nenhum reagente
quimico.?

Apés o pré tratamento, a biomassa, em suspensdo aquosa, € mantida sobre
agitacdo mecanica de 1 hora na temperatura ambiente. A suspensao é entéo filtrada

e as fibras, retidas no papel de filtro, sdo dispersas em agua para serem submetidas
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a uma nova etapa de lavagem aquosa.?’

Uma vantagem da utilizagdo da tecnologia de explosao a vapor consiste na
solubilizacdo da lignina pela simples adicdo de algum solvente orgéanico ou
acidificagdo da agua. Outra vantagem da utilizagdo da técnica de explosao a vapor
consiste nos resultados obtidos da hidrolise enzimatica sobre a biomassa oriunda
que mostram uma eficiéncia de 90% contra apenas 15% utilizando residuos nao
tratados.?°

A capacidade de tratamento de uma maior carga de solidos aproxima esta
técnica das necessidades industriais, associados aos elevados rendimentos de
carboidratos e baixos custos de capital.?*

Apesar de se mostrar promissora ainda faltam ajustes para a aplicagao desta
técnica em escala industrial, principalmente quanto a viabilidade econdémica do
processo. Ha limitacdes deste tipo de pré-tratamento para aplicacdo industrial, em
usinas sucroalcooleiras, que utilizaram o bagago de cana de agucar, ja que as
etapas do processo de explosdo a vapor é comprometida por nao haver
equipamentos em escala industrial capazes de realizar as operacdes a uma taxa

viavel.?®

3.2.1.2 Pré-hidrolise acida

Uma pré hidrolise com acido sulfurico diluido pode ser usada para promover a
hidrdlise das hemiceluloses. Apds o tratamento obtém-se um hidrolisado contendo
acucares simples (xilose, glicose, arabinose e galactose) e um residuo sélido
constituido de celulose e lignina. A lignina é removida por extragdo alcalina para que
a celulose possa ser hidrolisada. Esse pré tratamento aumenta a reatividade da
celulose na hidrdlise enzimatica.?® Apesar do acido sulfurico ser mais comumente
utilizado, outros acidos podem ser empregados, como o cloridrico e o fosférico.

Os acidos liberam prétons que quebram as ligagdes entre agucares
monomeéricos e as cadeias poliméricas formadas pelas hemiceluloses e celuloses. A
quebra dessas ligagdes libera uma série de compostos, principalmente agucares
como a xilose, glicose e arabinose, mas também libera oligbmeros, furfural e acido
acético. A celulose permanece praticamente intacta, pois as ligagdes presentes na
celulose sdo mais fortes.

As desvantagens do pré tratamento acido sdo a possibilidade de haver
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degradacgédo dos agucares, a formacao de substancias inibidoras da fermentacéo,
como alguns acidos organicos, compostos fendlicos e furanicos, o custo dos
reatores, que devem ser altamente resistentes a corrosdo, além de ser pouco
eficiente na despolimerizagéo da celulose.

A concentracdo do acido, a temperatura e o tempo de exposicao influenciam a
quantidade de acgucares hidrolisados, a degradagao desses carboidratos e a
formagao de subprodutos inibidores da fermentacdo. Relatos na literatura indicam
que a condicdo 6tima para esse tipo de pré tratamento foi possivel tratando-se
bagaco de cana e outros tipos de biomassa lignocelulésica com solugdo de H,SO4
2% a 122 °C por 60 minutos.?®

Conforme apresentados, nenhum dos pré-tratamentos € considerado
suficientemente eficaz para que a etapa posterior de hidrolise seja realizada com
sucesso. A remocao incompleta das hemiceluloses e da lignina, a formagao de
compostos inibidores da fermentacdo, o alto custo do processo, o baixo grau de
despolimerizagdo da celulose, entre outros inconvenientes gerados nos processos
de pré-tratamentos, constituem obstaculos para producao de etanol 2G.

Alguns trabalhos na literatura defendem a utilizacdo de pré-tratamentos
combinados como uma alternativa interessante para a separagao dos componentes
da biomassa. Ferreira, Solaliendres (2012)%, realizaram pré-tratamentos acidos em
duas etapas, a camada de hemicelulose € hidrolisada na primeira etapa, com acido
diluido, e na segunda etapa, temperaturas mais elevadas sao aplicadas a fim de
intensificar a hidrolise da celulose. Ogeda (2010)%, sugere que pré-tratamentos
alcalinos sao eficientes para a remocao da lignina e a hemicelulose deve ser
hidrolisada pelo uso de hemicelulases.

Lofrano (2013)%, define a explosdo a vapor como um método eficaz para
alteracdo da estrutura da parede celular, a hemicelulose é hidrolisada, a celulose
constitui a fragdo insoluvel e os residuos de lignina modificada quimicamente sao
extraidos por solugdo basica fraca, etanol ou agentes oxidativos alcalinos.

Ainda que a celulose possa ser isolada pelos processos combinados descritos
acima, a cristalinidade representa um desafio em termos de acessibilidade e
reatividade da fibra aos agentes hidroliticos acidos ou biolégicos.

Nesse contexto, a reducdo da cristalinidade da celulose poderia ser
viabilizada a partir da modificagdo quimica da celulose pela substituicdo das

hidroxilas por grupos menos hidrofilicos.
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3.2.2 Modificagéo quimica da celulose

As propriedades quimicas e fisicas do biopolimero celulose sdao, em grande
parte dependente da sua estrutura especifica. A estrutura polimérica de celulose foi
demonstrada pela primeira vez em 1920 por Staudinger.?® Ao realizar reagbes de
acetilagao e di-acetilagéo da celulose reconheceu que a estrutura n&o era baseada
simplesmente numa agregacao relativamente pequena de oligbmeros em forma de
anel de anidroglucose, mantidas unidas por ligagées secundarias. Em vez disso, as
unidades de anidroglucose (UAGs) foram encontradas ligadas umas as outras por
ligacdes covalentes, formando uma grande cadeia macromolecular.

A compreensdo da estrutura da celulose € um pré-requisito para controlar a
sua modificacdo. A Figura 7 mostra a estrutura molecular da celulose produzida a
partir de repetigcdes de unidades (-D-anidro-glucopiranose que estdo unidas entre si
de forma covalente através de fungdes de acetal entre o grupo equatorial do atomo
de carbono C4 e o atomo de carbono C1 (ligagdes [(-1,4-glicosidicas).?® A
estabilidade quimica da molécula de celulose é determinada pela sensibilidade ao

ataque hidrolitico das ligagdes [(-1,4-glicosidicas entre as unidades repetitivas de

glicose.*
CH,OH
oH1 k 5 OH
O HO H 1 2
CH,OH Q 4 CH,OH
— _in-2

Figura 7 - Estrutura molecular da celulose (n = GP, grau de polimerizagdo).®'

A reatividade quimica e as propriedades fisicas da celulose sao afetadas pela
sua composi¢cao quimica e sua estrutura supramolecular. Além disso, é sabido que a
estrutura da celulose apresenta ambos os dominios amorfos (baixa ordem) e
cristalinos (de alta ordem) com um grau de cristalinidade compreendida entre 40%-
70% dependendo do tipo da biomassa.

A morfologia da celulose afeta a sua reatividade: os grupos hidroxilas na
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regidao amorfa sdo mais acessiveis e reativos em comparagdo com aqueles na
regido cristalina,?® enquanto que os grupos hidroxilas que se encontram na superficie
das fibras de celulose sao também altamente reativos, independentemente do nivel
de cristalinidade.

A celulose apresenta uma elevada energia de coesao devido a estes grupos
hidroxilas, formando redes complexas e fortes ligagdes hidrogénio entre e dentro das
cadeias, e é insoluvel em agua e em solventes mais comuns por causa deste
fendbmeno.?® Como resultado, e devido ao fato de que a celulose é geralmente sdlida
suspensa num meio liquido, as reagdes de celulose ocorrem normalmente em
condi¢des heterogéneas.

Em geral, a celulose € muito reativa devido a presenca de grupos hidroxilas,
no entanto, a reatividade dos trés grupos hidroxila s&o afetados pelos efeitos
estéricos da estrutura supramolecular da celulose. A reatividade relativa dos grupos
hidroxilas da celulose sao consideradas como OH-Cs >> OH-C,> OH-C;. O grau de
substituicdo (GS) é o numero médio de grupos hidroxila por unidades de glicose que
tenham sido substituidos. Se todos os trés grupos hidroxila de cada uma das
unidades de glicose sdo substituidos, o que equivale a um GS = 3,0.

Muitos produtos quimicos industriais importantes ou combustiveis, tais como
o etanol, hidrocarbonetos, cetonas e acidos carboxilicos podem ser produzidos a
partir da hidrolise de celulose e a subsequente fermentagédo de sacarideos.®? No
entanto, as substancias produzidas a partir da celulose atualmente podem custar
muito mais do que os da industria petroquimica. Comparado com outras fontes
"verdes", tais como amido, os produtos derivados de celulose tém maior custo
principalmente pela dificuldade de hidrélise.

O baixo rendimento de sacarideo é, geralmente, devido a elevada
estabilidade e resisténcia da celulose ao ataque quimico. Por isso, os pré-
tratamentos de celulose sdo necessarios antes da hidrolise, os quais tém sido
amplamente estudados para atingir um rendimento elevado de sacarideos
fermentaveis, como foi relatado.

Alguns estudos mostram que a celulose se torna instavel e, assim, mais facil
de ser hidrolisada ap6s certas modificagdes quimicas (Borsa et al., 1990, Karst et al.
de 2006 e Karst e Yang, 2007). Borsa et al. mencionou que a carboximetilcelulose
com baixo grau de substituicdo pode ser hidrolisada com mais facilidade do que a

celulose original. Além disso, a hidrélise de ligagcbes B-1,4-glicosidicas € aumentada
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pela ligagdo covalente de corantes reativos com a celulose, o que induz uma perda
de forca abundante e um grau decrescente de polimerizagdo. Este fendbmeno é
chamado "concurso reativo" na industria téxtil. Karst et al. (2006) descobriu que
varios grupos de enxerto para a celulose pode aumentar a hidrolise acida de
ligacbes [-1,4-glicosidicas, e o grau de hidrolise aumenta com o aumento do
tamanho dos grupos substituintes.®

Observa-se que a modificagdo quimica pode ser util para aumentar o
rendimento de sacarideos na hidrolise da celulose. Como resultado, a modificagéo
da celulose abre possibilidades para o etanol celuldsico se tornar mais viavel e mais
competitivo.

Tal como descrito anteriormente, para melhorar a acessibilidade e reatividade
da celulose, e assim promover a obtencdo de novos derivados de celulose para a
aplicacdo industrial especifica, a modificacdo quimica da celulose é uma
necessidade. A celulose pode ser derivatizada de varias maneiras, principalmente
pela substituicdo dos seus grupos hidroxilas. A modificagdo quimica da celulose é
feita com o intuito de melhorar uma propriedade ou obter um novo produto. Esta
possibilidade de derivacdo de celulose abre janelas de oportunidades e tem, como
resultado, uma ampliagédo do seu uso.*

Muitas modificacbes quimicas da celulose sdo descritas na literatura com o
intuito de alterar algumas de suas propriedades. Esterificagdes e eterificagdes dos
grupos hidroxila da celulose, sdo duas das modificagbes mais comuns.*

O acetato de celulose (Figura 8) € um dos derivados da celulose de grande
importancia comercial, devido a sua larga aplicacdo em fibras, plasticos, filmes
fotograficos, filtros para cigarros, dentre outros.* Na produgdo de cigarro, o acetato
de celulose é utilizado como filtro, também chamado de cabo acetato.

Na unidade Cachoeirinha-RS da Souza Cruz, durante o processo de
produgdo de cigarros sao gerados, entre outros residuos como papel, papeléo,
madeira, po de fumo, mais de 114 toneladas de residuos de cabo acetato por ano.

Winck (2011)%, estudando a viabilidade técnica da queima de residuos
gerados em uma industria de tabaco para obtengao de energia térmica, concluiu que
os residuos, p6é de fumo, papel, papelao, cigarro triturado e madeira poderiam ser
misturados e queimados para aproveitamento da energia térmica. Em contrapartida,
0 cabo acetato (acetato de celulose), ao oxidar-se, libera gases acidos e oxidantes,

0 que inviabiliza sua queima devido aos cuidados que devem ser tomados tanto com
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0s equipamentos, os quais podem ser danificados, quanto com as emissdes
geradas. Diante disso, a utilizacdo dos residuos de acetato de celulose para a
producao de etanol 2G seria uma saida interessante para o reaproveitamento desse
material. Com base nos dados obtidos, seria possivel produzir, a partir desses
residuos, aproximadamente 50 mil litros de etanol, o qual poderia ser revendido ou
utilizado na propria industria.

Durante o processo de hidrélise do acetato de celulose, além da obtencéo da
glicose, acido acético também é gerado como coproduto, o qual poderia ser

recuperado e utilizado no préprio processo de producio do acetato de celulose.

Figura 8 - Estrutura do acetato de celulose®

3.2.2.1 Obtencéao de acetato de celulose

O acetato é produzido pela substituicdo dos grupos hidroxila das unidades de
glicose por grupos acetila. Assim, pode se obter materiais com diferentes graus de
substituicao (GS). O GS (numero médio de grupos acetila por unidades glicosidicas)
pode variar de zero, para a celulose, até trés para um triacetato.®

O acetato de celulose pode ser obtido a partir da reacédo da celulose com uma
mistura de acido acético e anidrido acético, na presenca de acido sulfurico ou
perclorico como catalisador. A Figura 9 mostra o esquema da reagao de acetilagao

da celulose.
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Figura 9 - Esquema da reacgdo de produgao do triacetato de celulose®

Quando as cadeias de celulose tornam-se suficientemente acetiladas,
desprende-se do cristal tornando-se soluveis no meio reacional. Em consequéncia o
cristal torna-se quebradico e isso pode ser identificado por uma série de entalhes de
onde foram retiradas as cadeias acetiladas. A Figura 10 apresenta uma
representacdo esquematica das reacdes de acetilacdo propostas por Sassi e
Shanzy.*

A utilizagdo do bagaco de cana-de-agucar para producdo de acetato de
celulose é uma alternativa interessante pela possibilidade de agregar valor ao

bagaco.

Figura 10 - Representacdo esquematica descrevendo o inicio da acetilagdo de um
microcristal de celulose. Trés cadeias estdo parcialmente acetiladas e uma

completamente acetilada que abandonou o cristal ¥
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3.2.3 Hidrélise acida da celulose

As cadeias poliméricas de celulose podem ser degradadas pelo processo de
hidrélise quimica sob diversas condicdes e apresentando resisténcia ou nao a
reacdo. Normalmente, esta deterioracdo é acompanhada por uma modificacido
quimica da molécula de celulose, bem como um aumento no poder de redugao e o
desenvolvimento de grupos reativos ao longo da cadeia polimérica. A estrutura
microcristalina caracteriza a resisténcia e boa estabilidade a cadeia celulésica. Ja a
celulose amorfa é intermediaria ao ataque quimico.*’ Portanto, a susceptibilidade a
deterioracdo aumenta com a diminui¢ao do grau de polimerizagao.

Os processos de hidrolise acida de material lignocelulésico se dividem em
dois principais grupos: processos que utilizam acidos concentrados e processos que
utilizam acidos diluidos. Nestas condi¢des podem-se empregar distintos acidos
incluindo o acido sulfurico, cloridrico, fluoridrico, fosférico, nitrico e formico.

Os processos que envolvem acidos concentrados sao operados em baixas
temperaturas e produzem maiores rendimentos de hidrélise, porém as grandes
quantidades de acidos usadas causam problemas associados com a corrosdao do
equipamento, além dos custos com de recuperagao e/ou neutralizagdao do acido
serem altos.

A hidrolise por acido diluido tem a vantagem de se utilizar menor
concentragédo do acido. Entretanto, devido a elevada cristalinidade da celulose, para
melhorar a eficiéncia da reacao de hidrdlise, altas temperaturas sao requeridas para
a obtencao de taxas de conversao aceitaveis. Adicionalmente, as altas temperaturas
empregadas aumentam também as taxas da decomposi¢cado dos agucares liberados
e de corrosdo dos equipamentos. Os produtos da degradagdo do agucar podem
também causar a inibicdo no estagio subsequente da fermentagdo. O rendimento
maximo em glicose € obtido com o0 uso de temperatura elevada e baixo tempo de
residéncia, mas mesmo nestas situagdes, o rendimento de glicose situa-se entre 50
e 60% do valor tedrico.*’

O mecanismo da reagdao de hidrélise da celulose foi investigado durante
muitos anos por diversos pesquisadores e o principal mecanismo molecular de
hidrolise acida que foi confirmado através de varios estudos é apresentado na Figura
11.
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Figura 11 - Esquema representativo do mecanismo de hidrélise acida

das ligagdes glicosidicas da celulose*?

O mecanismo de hidrélise acida que leva a quebra das ligagdes glicosidicas
procede-se em trés etapas. A primeira etapa comega com um préton de um
catalisador acido que interage rapidamente com o oxigénio glicosidico que une as
unidades B-D-anidro-glucose (l) formando o acido conjugado (ll). A segunda etapa &
a quebra da ligacdo C — O do acido conjugado com a formagéao do ion carbénio
ciclico que adota uma conformagédo de meia cadeira (lll). Em uma terceira etapa,
uma unidade de B-D-anidro-glucose e um préton sao liberados apds uma rapida
adicdo de agua.*

Altos rendimentos de glicose e altas taxas de reagdo nao sao simplesmente
alcangcados pela remocédo de lignina e hemiceluloses da matéria-prima
lignocelulésica. Mesmo materiais celulésicos que nunca tenham tido lignina e
hemiceluloses associados a eles, por exemplo, o algodédo, sao dificeis hidrolisar sem
pré-tratamento. Isso porque a celulose é constituida de regides amorfas e cristalinas.
As condi¢des requeridas sao relativamente brandas para intumescer as regides
amorfas, mas processos drasticos sao requeridos para afetar as regides cristalinas.
Essa caracteristica faz com que ocorra um processo heterogéneo na hidrélise,
enquanto as regides amorfas ja foram hidrolisadas a glicose, as regides cristalinas

ainda estao sendo quebradas. E entdo, na presenca de acido e altas temperaturas
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no meio, a glicose formada é degradada, dando origem a subprodutos inibidores da
fermentacgao.

Dessa forma se torna claro que os processos, pré-tratamento e hidrélise,
precisam ser estudados conjuntamente, para que seja possivel a obtencéo de altos
teores de glicose e baixos teores de inibidores e assim aumentar a eficiéncia da
fermentagao e, consequentemente, da producao de etanol 2G.

Nesse contexto, pensar a modificagdo quimica como uma etapa de pré-
tratamento da celulose, seria primordial para o desenvolvimento de um mecanismo
capaz de solucionar os entraves relativos a cristalinidade da celulose que tanto tem

corroborado com o insucesso da hidrolise.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

As reacdes de hidrolise foram realizadas utilizando-se celulose microcristalina
(Merck), acetato de celulose, usado na producéo de filtros de cigarro, fornecido pelo
grupo SOUZA CRUZ® e acido sulfurico (H.S0.) 95-98% PA (Vetec).

A fermentagao alcodlica foi realizada utilizando-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae — CAT-1 (levedura para a producao de etanol). Para o meio de cultura foi
utilizado: YNB - yeast nitrogen base (SIGMA-ALDRICH).

Os reagentes utilizados para quantificacdo de glicose no espectrofotdmetro
UV-vis foi glicose monoreagente (BIOCLIN) e para analise dos hidrolisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi acido sulfurico (H.SO., MERCK
CHEMICALS). Os padroes utilizados foram D-glicose (SIGMA-ALDRICH), acetato de
sodio anidro (SIGMA-ALDRICH), alcool etilico absoluto 99,8% UV/HPLC (VETEC),
2-hidroximetilfurfural (HMF, SIGMA-ALDRICH) e 2-furfuraldeido (furfural, SIGMA-

ALDRICH), sendo todos de grau cromatografico.

4.2 Analises dos materiais lignocelulésicos

4.2.1 Andlise Elementar (CHN)

As amostras foram analisadas quanto aos teores de C, H e N, em um
aparelho Perkin PE 2400. As analises foram feitas em duplicata. O teor de oxigénio

foi obtido por diferenca.

4.2.2 Determinacao do grau de substituicdo (GS) do acetato de celulose

A determinagdo do grau de substituicdo foi realizada por uma reagdo de
saponificagédo seguindo procedimento descrito na literatura.*®

Adicionou-se 5,00 mL de hidréxido de sédio 0,25 mol.L™' e 5,00 mL de etanol a
0,100 g de acetato de celulose e deixou-se a mistura em repouso. Apos 24 horas
adicionou-se 10,00 mL de acido cloridrico 0,25 mol.L™" e a mistura ficou em repouso

por mais 30 minutos, em seguida a solugao foi titulada com hidroxido de sédio
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padronizado com biftalato de potassio, utilizando-se o indicador fenolftaleina. Este

procedimento foi repetido por 3 vezes.

4.2.3 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR foram feitos no equipamento Shimadzu IRPrestige-21
equipado com um detector DLATGS, utilizando pastilhas de KBr obtidas por
pesagem de misturas preparadas com 2 mg de amostra e 200 mg de Kbr de grau
espectroscopico. Para cada espectro foram acumuladas 32 varreduras com

resolugdo de 4 cm™, na regido de 4000 a 400 cm™".

4.2.4 Analise termogravimétrica (TG) e analise termogravimeétrica diferencial (DTG)

As andlises termogravimétricas foram feitas em um equipamento modelo
TGA-60 Shimadzu. As amostras foram aquecidas de 30 °C até 600 °C na velocidade

de aguecimento de 10 °C.min"", sob atmosfera de nitrogénio a 50 cm?3.min™".

4.2.5 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As analises de calorimetria diferencial exploratéria foram realizadas
utilizando um equipamento modelo DSC-60 da Shimadzu. As amostras foram
aquecidas até 400 °C com velocidade de aquecimento e resfriamento de 10 °C.min""

em atmosfera de nitrogénio a 50 cm>.min™.

4.2.6 Difragao de raios X (DRX) / Cristalinidade

Os difratogramas de raios X da celulose e do acetato de celulose foram
realizados em um difratdmetro de raios X XRD-7000 da SHIMADZU. A configuragéo
adotada para a analise foi o monocromador com fendas (1, 1, 0,3), operado a 40 kV
com uma corrente de 20 mA. A velocidade adotada foi de 1°/ min, com angulo 2q
variando de 5 a 60°, usando uma radiacdo de Cu-Ka com comprimento de onda de
0,15418 nm.

A cristalinidade da celulose foi encontrada de acordo com um método

empirico descrito na literatura**, no qual, por meio das medidas das intensidades loo.
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da reflexdo (002), (2q entre 22 e 23°), e da amorfa lam, medida em 2q = 18°, foi

definido um indice de cristalinidade K dado pela equagao 1:

K= 1(~22/23°) - 1(18°) x100

| (~22/23°)

4.3 Reacgoes de hidrolise dos materiais

Os testes reacionais de hidrolise foram conduzidos em sistema fechado.

Foram utilizados frascos de vidro de 50 mL com tampa, devidamente lacrados e

colocados numa autoclave a pressdo de vapor do sistema.

As reacgbes foram

conduzidas a 120 °C variando-se a concentragcdo de acido sulfurico e o tempo de

reacdo. Na Tabela 3 estdo presentes

as condicdes reacionais para cada

experimento. Terminada a etapa de reacéao, os frascos foram retirados da autoclave,

resfriados em banho de gelo e os residuos solidos foram separados da fracao

liquida por centrifugacao. As fragdes liquidas contendo o material hidrolisado foram

armazenadas em frascos de vidros no refrigerador para posterior quantificagéo.

Todas as reagdes foram feitas em ftriplicatas.

Tabela 3 - Condig¢des utilizadas nas reacdes de hidrolise

Biomassa Volume de Conc. da sol. Tempo
Exp. Siglas
Tipo massa (g) solucao H2S04 (% viv) (min)

1 Celulose 0,5 40,0 mL 2,5 30 C2,5-30
2 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 30 C5-30
3 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 30 C10-30
4 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 30 C15-30
5 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 30 C20-30
6 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 30 A2,5-30
7 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 5,0 30 A5-30
8 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 30 A10-30
9 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 30 A15-30
10 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 30 A20-30
11 Celulose 0,5 40,0 mL 25 60 C2,5-60
12 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 60 C5-60
13 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 60 C10-60
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Continuagao (Tabela3)

Biomassa Volume de Conc. da sol. Tempo
Exp. Siglas
Tipo massa (g) solugao H2S04 (% viv)) (min)

14 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 60 C15-60
15 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 60 C20-60
16 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 60 A2,5-60
17 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 5,0 60 A5-60
18 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 60 A10-60
19 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 60 A15-60
20 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 60 A20-60
21 Celulose 0,5 40,0 mL 25 90 C2,5-90
22 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 90 C5-90
23 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 90 C10-90
24 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 90 C15-90
25 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 90 C20-90
26 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 90 A2,5-90
27 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 50 90 A5-90
28 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 90 A10-90
29 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 a0 A15-90
30 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 90 A20-90
31 Celulose 0,5 40,0 mL 2,5 120 C2,5-120
32 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 120 C5-120
33 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 120 C10-120
34 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 120 C15-120
35 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 120 C20-120
36 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 120 A2,5-120
37 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 50 120 A5-120
38 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 120 A10-120
39 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 120 A15-120
40 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 120 A20-120
41 Celulose 0,5 40,0 mL 2,5 150 C2,5-150
42 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 150 C5-150
43 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 150 C10-150
44 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 150 C15-150
45 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 150 C20-150
46 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 150 A2,5-150
47 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 5,0 150 A5-150
48 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 150 A10-150
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Continuagao (Tabela3)

Biomassa Volume de Conc. da sol. Tempo
Exp. Siglas
Tipo massa (g) solugao H2S04 (% viv) (min)

49 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 150 A15-150
50 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 150 A20-150
51 Celulose 0,5 40,0 mL 25 180 C2,5-180
52 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 180 C5-180
53 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 180 C10-180
54 Celulose 0,5 40,0 mL 15,0 180 C15-180
55 Celulose 0,5 40,0 mL 20,0 180 C20-180
56 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 180 A2,5-180
57 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 5,0 180 A5-180
58 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 180 A10-180
59 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 15,0 180 A15-180
60 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 20,0 180 A20-180
61 Celulose 0,5 40,0 mL 2,5 210 C2,5-210
62 Celulose 0,5 40,0 mL 5,0 210 C5-210
63 Celulose 0,5 40,0 mL 10,0 210 C10-210
64 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 2,5 210 A2,5-210
65 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 5,0 210 A5-210
66 Acetato de celulose 0,5 40,0 mL 10,0 210 A10-210

4.3.1 Quantificagao da glicose

Para determinar o teor de glicose apos hidrdlise foi feito um teste enzimatico
colorimétrico utilizando reagentes da Bioclin®, denominado glicose monoreagente.
Nesse teste a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) de

acordo com a seguinte reagao:

GOD

Glicose + 02 + HEO Acido Glucénico + H202

O peroéxido de hidrogénio, em presenga da peroxidase (POD) reage com a 4 -
aminoantipirina e Fenol, formando um cromégeno vermelho cereja cuja intensidade
de cor é proporcional a concentragao de Glicose.

Sao dois reagentes. Reagente n° 1: reagente enzimatico. Contém: tampao

(pH 7,0) 36 mmol.L", fenol 10 mmol.L", 4 - aminoantipirina 0,3 mmol.L", azida
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sodica 7,7 mmol.L", glicose oxidase > 10.000 U.L", peroxidase > 700 U.L". E
Reagente n° 2: padrdo. Contém: Glicose 100,0 mg.dL"' (5,56 mmol.L") e
conservante.

Foram identificados os seguintes tubos de ensaio contendo: B (Branco), P
(Padrao) e numeragao de 1 a 10 (Amostras). Para o Branco foram utilizados 3,0 mL
do reagente n°® 1. O padrao, 3,0 mL do reagente n° 1 e 30 uL do reagente n® 2. E
para as amostras foram 3,0 mL do reagente n° 1 e 30 pL da amostra.

Ap6s homogeneizar e colocar em banho-maria, a 37°C, por 10 minutos,
realizou-se a leitura das absorbancias das amostras e do padrdo em 505 nm.

A concentracao de glicose foi determinada a partir da Equagao 2.

Glicose (mg/dL) = __Absorbancia da amostra x 100 2)

Absorbancia do padrao

4.4 Testes de fermentacao

4.4.1 Preparo dos hidrolisados

Para os testes de fermentagcao foram necessarios preparar volumes maiores
de hidrolisados com concentragdo de glicose de, aproximadamente 50 g.L”.
Portanto, foram utilizados 14 frascos de vidro de 50,0 mL com tampas, contendo,
cada um deles, 3,5 g de acetato de celulose e 40,0 mL de solugédo de H,SO., 5,0 %
(v/v). A reagédo foi conduzida em autoclave, a pressao de vapor do sistema,
temperatura de 120 °C, por 180 minutos. Terminada a reagao, os hidrolisados foram
filtrados, transferidos para um frasco de vidro esterilizado e armazenado, congelado
em freezer, para posterior fermentagao.

Os procedimentos descritos acima também foram realizados para o preparo
de outro hidrolisado de acetato de celulose, agora empregando solugdo de H,SO.,

10,0 % (v/v), e tempo de reagédo de 120 minutos.

4.4.2 Microrganismo

A levedura Saccharomyces cerevisiae (linhagem Cat1) foi utilizada para a

produgao de etanol.
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4 .4.3 Meio de cultura

Para o crescimento celular da levedura em meio de cultura solido em placas
de Petri foi utilizado o meio minimo YNB - yeast nitrogen base (Sigma Aldrich)
contendo 5 g.L' de sulfato de aménio adicionando-se 2% de glicose e agar. O
mesmo meio de cultura liquido foi utilizado para o pré in6culo sem a adigao de agar.
Todos os meios foram autoclovados a 120 °C por 20 minutos. A glicose autoclavada

separadamente e posteriormente mistutada ao YNB e agar quando em meio sélido.

4.4 4 Fermentacao

A partir de uma placa contendo células de S. cerevisiae crescidas por 3 dias em
meio YNB solido foi feito um pré inéculo contendo 100 mL de meio YNB em um
erlenmeyer de capacidade de 1 litro. O crescimento celular ocorreu por
aproximadamente 20 horas de crescimento em agitagcdo (200 rpm) e 28 °C. A
densidade celular (ODsy) foi analisada e calculada ao volume proporcional a uma
ODswo de 0,1 para o volume da fermentacdo em biorreator. A fermentacéo foi
realizada em biorreator tipo INFORS HT Multifors 2 Cell, volume de 2 L, utilizando
YNB e hidrolisado na proporgédo de 1/1 para um volume inicial de 500 mL. O
fermentador foi previamente autoclavado com YNB e o hidrolisado adicionado
posteriormente em frasco com conector estéril para o fermentador, ja que
encontrava-se com pH acido. O pH do meio foi ajustado para 5,5 inicialmente com
KOH 3M e posteriormente com KOH 10 M estéreis por autoclavagéo, resultando em
um volume final de 800 mL na dorna. As células foram inoculadas no fermentador na
ODe¢y de 0,1 e iniciou-se a fermentagdo com agitagdo de 200 rpm, temperatura de
30 °C e sem aeragao. Amostras foram coletadas antes e depois do inéculo (a cada 2
horas) para analise de ODsw, concentracdo de glicose, HMF (hidroximetilfurfural),
furfural, acetato e producgéo de glicerol e etanol através do processo fermentativo. A
fermentacdo ocorreu por aproximadamente 25 horas, quando foi observado o

término do crescimento exponencial celular. A fermentacgao foi feita em duplicata.

4.4 .5 Analise em HPLC

Para analisar as amostras em HPLC (High-performance liquid
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chromatography) as amostras foram diluidas 5 vezes em agua mili-Q para um
volume de 1 mL. Foi utilizado o HPLC da marca Shimadzu e a coluna utilizada foi
Shim-pack SCR-101H (Shimadzu) acoplada ao detector de refracdo (RID) e de
ultravioleta a 210 nm (UV). A temperatura da coluna foi de 50 °C. Os cromatogramas
de glicose e etanol foram detectados através do detector RID e HMF, acetato e
furfural no UV. Uma solugcdo de acido sulfurico 5 mM diluida em agua Mili-Q foi
utilizada para a fase moével, com vazéo de 0,6 mL.min"". Foi feito uma curva padrao
de glicose, HMF, furfural, acetato de sodio e etanol, com diluigdes seriadas a partir
das seguintes concentragdes: 5 g.L" (glicose e etanol) 2,5 g.L™" (furfural e acetato) e
2 g.L" (HMF). Todos reagentes foram adicionados nesta concentragdo inicial em
uma unica solugao e realizado 4 diluicdes seriadas, finalizando em concentragdes de
0,312 g.L" (glicose e etanol), 0,156 g.L™" (furfural e acetato de sédio) e 0,125 g.L™
(HMF). A partir dos cromatogramas gerados pela curva padrao, foi calculado o valor
de cada solugdao contida das amostras da fermentagdo, através do shimadzu
labsolutions software.

A Figura 12 apresenta um cromatograma com os tempos de retengao dos
compostos na coluna gerado a partir de padrées: HMF, 3,62 minutos; furfural 35,7

minutos; acetato, 16,79 minutos, glicose, 10,2 minutos e etanol, 24,0 minutos.

i Detector A: UV (210 nm) Furfural
1Detector B: RID

400000+

SDDDDD;
HMIF

200000+
i Glicose Acetato
100000+

i I\ }L Etanaol
] FAN Wl

0.0 50 10,0 18,0 20,0 280 30,0 32,0 min

Figura 12 - Tempo de retencéo na coluna dos padrdes analiticos




5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao dos materiais

5.1.1 Analise de CHN
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As analises de CHN foram feitas para se ter uma previsao a respeito do grau

de substituicdo (GS) do acetato de celulose. Essa previséo foi possivel a partir da

comparagao entre as massas de carbono, hidrogénio e oxigénio, com os valores

tedricos das composi¢oes centesimais dos diferentes tipos de acetato apresentados

na Tabela 4. Essa informacdo é imprescindivel para a obtengdo do calculo do

rendimento de glicose nas reacdes de hidrdlise.

Tabela 4 - Formulas percentuais dos compostos de acetato e grau de

substituicao (GS)

Férmula
Compostos

Molecular

Formula

percentual (%)

OH
0 OH
HO o y
OH C12H20010
OH
n

Celulose

C16H24O12

_ R
o]
4 %  Ho oH o1
HO o}
OH 0
o}
-~
R

- _n

monoacetato de celulose

CZOHZSOM

_ R
o] R
o
) O  Ho ot
HO o
O 0
-
R /O
R
(- —n

Diacetato de celulose

C-44,45%
H-06,17 %
O —-49,38 %
C—-47,06 %
H - 05,88 %
O —-47,06 %
C-48,78 %
H — 05,69 %
O -45,53 %
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Continuagao (Tabela 4)

Férmula Férmula
Compostos
Molecular percentual (%)
- ) -
o~ R R
ﬁ N C - 50,00 %
™% OW C24Hs2O16 H - 05,56 % 3
R R” 0
R™ ; 0-4444 %
Triacetato de celulose
X
R = CHs C2H30

Grupo acetila

Como se pode observar pelos dados da Tabela 5, as porcentagens de CHNO
encontradas para a celulose sdo compativeis com os resultados esperados.

Comparando os valores obtidos na analise do acetato com os valores teoricos
da Tabela 4 verificou-se que, possivelmente, a amostra é constituida por acetato de

celulose de GS igual a 2.

Tabela 5 - Resultados das analises de CHN dos materiais

Amostra % C %H %N % O
Celulose 44.04 6,04 0 499
Acetato de celulose 48,35 5,47 0 46,18

5.1.2 Determinacgdes do grau de substituicdo do acetato de celulose

O grau de substituicdo, que é o valor médio de grupos acetila (GA) que
substituem as hidroxilas nas unidades glicosidicas, foi determinado por via quimica
através de uma reagao de saponificagdo. As analises foram realizadas em ftriplicata.

A representagao do mecanismo da reacgao esta descrito na Figura 13.
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Figura 13 - Representagdo do mecanismo da reacgao de

saponificacao do acetato de celulose.
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A saponificagdo € a reacado de hidrélise promovida por uma base. Nesta

reacdo, o ion hidroxido promove um ataque nucleofilico ao atomo de carbono da

carbonila do acetato de celulose. Em seguida, um intermediario tetraédrico expele

um ion alcéxido, ocorrendo a transferéncia de um préton conduzindo ao produto da

reacao.®

O grau de substituigao foi calculado de acordo com a equagéo 3.

%GA = [(Vb; + Vb)mp - (Va. my)]M . 100 3)

mac

Onde:
%GA = porcentagem de grupos acetila;
Vb; = volume de hidroxido de sodio adicionado;
Vb: = volume de hidroxido de sédio obtido na titulacéo;
m, = molaridade do hidréxido de sédio;
V. = volume de acido cloridrico adicionado;
m, = molaridade do acido cloridrico;
M = massa molar dos grupos acetil;
Ma. = massa de acetato de celulose utilizada.

Os valores utilizados nos termos da equagao sao dados abaixo:
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Vb; = 5,00 x 103 L
my = 0,23 mol.L"
V.=10,00 x 10° L
m, = 0,25 mol.L"
M = 43,0 g.mol”’
M. = 0,100 g.

Segundo Puleo et al® um triacetato tem 43,5% de grupos acetila o que
corresponde a um grau de substituicdo (G.S.) de 2,88. O valor médio calculado para
%GA do acetato de celulose foi de 32,28%. Por esse resultado e, considerando a
relagao linear entre %GA e o G.S., concluimos que, através de uma regra de trés
simples, o grau de substituicdo encontrado foi de 2,13 + 0,03 o que caracteriza um
material classificado como diacetato, corroborando com o resultado obtido por CHN.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para a determinagao do GS.

Tabela 6 - Volumes de NaOH utilizados na titulacido do acetato de celulose,

porcentagem de grupos acetila (%GA) e grau de substituigdo (G.S.)

Volume de NaOH (mL) (% GA) G.S.
9,1 31,95 2,11
9,2 32,94 2,18
9,1 31,95 2,11
Média 32,28 + 0,44 2,13+0,03

5.1.3 Analises por FTIR

Na Figura 14 é mostrado o espectro da celulose microcristalina e do acetato
de celulose. Comparando-se os espectros observa-se banda em torno de 3400 cm™,
caracteristica de estiramento vibracional de grupos OH, na celulose. Uma diminuigéo
dessa banda pode ser vista no espectro do acetato devido a substituicdo das
hidroxilas por grupos acetil. No espectro do acetato é possivel observar o
aparecimento de trés bandas caracteristicas de ligacbes ésteres: em
aproximadamente 1743 cm™, referente ao estiramento de grupo carbonil (C=0), em

1372 cm™, referentes as ligagbes C—-H do CH; e em 1237 cm™, referente a ligagdo
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C-0 do grupo O—-(C=0)-CHs. Nos dois espectros, aparece uma banda em 2890
cm™, relacionada ao estiramento das ligagdes C — H de grupos CH,. No espectro do
acetato, em 2946 cm™, ocorre uma banda caracteristica do estiramento assimétrico
das ligagbes C—H dos grupos CH;. Outras bandas comuns aos dois espectros
aparecem em: 1642 cm™, deformagao angular da molécula de agua absorvida; 1428
cm”, deformagdo assimétrica CH,; 899 cm, estiramento C1-O-C4 da ligagdo

glicosidica; 1034 cm™, estiramento O-H/ C-O.
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Figura 14: Espectros FTIR (celulose microcristalina e acetato de celulose)

5.1.4 Analises termogravimétricas (TGA e DTG)

Para a amostra de acetato de celulose, observa-se 2 regides de perda de
massa (Fig. 15). A primeira, entre 120° e 300 °C é atribuida a perda de grupos
acetila, e a terceira, entre 300° e 400 °C, devido a degradacdo das cadeias de
celulose. A partir de 400 °C ocorre a carbonizagao dos produtos. Nao se observa na
curva, a perda de massa, entre 50 a 100 °C, referente a saida de agua, indicando

que o material € pouco higroscépico.
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Figura 15: Curvas de TGA e DTG do acetato de celulose

A celulose pode ser classificada como um polimero com estabilidade térmica
moderada. Da analise do seu termograma (Fig. 16) verificou-se que possui um
comportamento classico de degradagéo térmica em duas fases: A primeira regiéo,
entre 50° e 100 °C, referente a perda de agua e a segunda, entre 260° e 350°C,
devido a degradacao das cadeias de celulose.

Comparando as curvas de perdas de massas da celulose e do acetato,
observa-se que a substituicdo do OH levou a uma diminuicdo da estabilidade
térmica da celulose, devido a diminuicdo das suas regides cristalinas, as quais sao

termicamente mais resistentes.
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Figura 16 - Curvas de TGA e DTG da celulose

5.1.5 Analises DSC

As curvas de DSC para a celulose e o acetato de celulose (Fig. 17)
apresentam picos endotérmicos entre a temperatura ambiente e 100° este
acontecimento ¢é atribuido a dessorgao de agua ligada as matrizes poliméricas. Além
disso, analisando os picos relativos as decomposi¢cdes dos materiais percebe-se um
maior consumo de energia para a decomposi¢caéo da celulose, pois apresenta uma
estrutura altamente cristalina composta de fortes ligagdes hidrogénio intra e
intermolecular, sendo necessaria uma grande quantidade de energia para o seu
rompimento. O segundo evento em aproximadamente 300 °C atribuido a fusdo dos

materiais. A degradagao térmica também inicia préximo a essa temperatura.
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Figura 17: Analises DSC da celulose e do acetato de celulose realizadas

em atmosfera de nitrogénio a 50 cm?.min”’

5.1.6 Analises das difracbes de raios X (DRX)

O estudo de difragao de raios X foi realizado com o intuito de avaliar o grau de
cristalinidade dos materiais a serem hidrolisados. Esse resultado € de extrema
importancia para compararmos com o resultado da hidrolise e assim correlacionar a
influéncia da cristalinidade da celulose com o rendimento em glicose.

Os difratogramas de raios X da celulose microcristalina e do acetato de
celulose estao representados na Figura 18.

A celulose microcristalina apresenta um padréao tipico de RDX de celulose |,
com os principais sinais de difragdo a cerca de 15.0, 22.5 e 34.5 20 atribuidos aos
planos de difracdo 101, 002 e 040, respectivamente.® De uma maneira geral,
comparando com difratograma da celulose microcristalina, o difratograma de raios X
do acetato de celulose mostra um desaparecimento quase por completo dos sinais
atribuidos aos planos 101, 002, e 040. A principal difracdo é localizada em
aproximadamente 8°, e citada como a principal caracteristica de semicristalinidade

do derivado da celulose acetilada.
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Figura 18 - Difratogramas de raios X (celulose e acetato de celulose)

O indice de cristalinidade da celulose foi obtido pelo difratograma de raios X,
por meio da Equacao 1 (item 4.2.6) e é igual a 80,26%. Pela analise das difragdes, é
possivel observar um alargamento ou desaparecimento dessas bandas de difracao
para o acetato de celulose, indicando uma redugao significativa do indice de
cristalinidade (IC) desse em relagdo a celulose. Essa redugao ocorre devido a
substituicdo de grupos hidroxila por grupos acetil que possuem um maior volume,

como podemos observar no esquema representado na Figura 19.

- o
o |o
o Tidodeeror
o |le grupos acetil
- o
- |
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Figura 19: Representagdo esquematica da substituicdo das hidroxilas

da celulose por grupos acetil
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As regides cristalinas da celulose apresentam resisténcia a solvatacéo e séo
menos acessiveis aos agentes quimicos, devido as fortes ligacdes hidrogénio entre
as microfibrilas. Essa caracteristica dificulta a hidrolise da celulose, e por esse
motivo torna-se necessario um pré-tratamento capaz de desmontar essa estrutura
altamente ordenada que € a regido cristalina.

Lengowski et al.(2013)*, trabalhando com polpa celulésica de Eucalyptus
spp., IC de 79,22%, avaliou a reducao da cristalinidade, apds diferentes tipos de pré-
tratamento, hidrdlise acida controlada, tratamento alcalino, microprocessamento e
moagem em moinho de bolas, e concluiu que o melhor tratamento da celulose para
a producao de etanol seria com moinho de bolas, pois além de reduzir o tamanho
das particulas, aumentar a area superficial e diminuir o indice de cristalinidade, ele
ndo origina subprodutos. Contudo, para se obter uma amostra com IC = 32,49%,
foram necessarios uma moagem por 13 dias em moinho de ceramica e 18 dias em
moinho zircénia, respectivamente. Ou seja, ndo é economicamente viavel por
envolver alta demanda de energia para a trituragdo dos materiais que constituem as
matérias-primas.

Diante do exposto acima, a modificagcdo quimica da celulose se apresenta
como uma resposta as dificuldades da hidrélise, e por isso, o acetato de celulose foi

escolhido por ser um derivado de celulose com menor cristalinidade.

5.2 Hidrodlises dos materiais

A partir de observagdes visuais dos frascos contendo o material hidrolisado
da celulose e do acetato de celulose foi possivel evidenciar que as reagdes com a
celulose ndo ocorreram de forma efetiva, uma vez que a quantidade de residuos
sélidos restante na parte inferior dos frascos foi muito maior que nos frascos
contendo os hidrolisados do acetato de celulose.

Foi possivel observar também, que quanto maior a concentragcao da solugao
de H,SO,4, mais amarelada se tornava a solugdo e menor a quantidade de residuo
sélido resultante apds hidrélise, indicando uma maior solubilizagdo do material e,
possivelmente, uma maior conversdo em glicose. Por outro lado, quando o material
era hidrolisado com concentragdes altas de acido sulfurico, a medida que o tempo

de reagao aumentava, a coloragao do hidrolisado escurecia indicando uma provavel
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degradagéao dos produtos.

A Figura 20 apresenta os frascos com o material hidrolisado apds 150 minutos
de reacgao.

Foi possivel observar que nos frascos C2,5 (celulose em solugédo de H,SO,
2,5%) e C5 (celulose em solugéo de H,SO4 5,0%) praticamente ndo houve alteracao
de cor e a quantidade de residuo solido restante indicou que praticamente nao
ocorreu hidrdlise da celulose. Os frascos C10 (celulose em solugédo de H.SO4 10,0%)
C15 (celulose em solugao de H.SO4 15,0%), A5 (acetato de celulose em solugao de
H>.SO, 5,0%) e A10 (acetato de celulose em solugdo de H.SO4 10,0%) apresentaram
coloragao amarela, porém somente os frascos A5 e A10 ndo apresentaram residuos
sélidos, indicando que todo o material sofreu hidrélise. Os frascos C20 (celulose em
solugao de H.SO, 20,0%), A15 (acetato de celulose em solugéo de H.SO4 15,0%) e
A20 (acetato de celulose em solugéo de H,SO4 20,0%) apresentaram um produto de
cor escura, apontando para uma possivel degradag¢ao do agucar produzido.

Essa analise qualitativa pode ser comprovada posteriormente com a

quantificagado da glicose nos hidrolisados.

C 2,56% C 5,0% C10% C18% C 20%

Figura 20 - Produtos das reagdes de hidrélise apos

150 min de reagao
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5.2.1 Teores de glicose

Os teores de glicose foram determinados de acordo com as técnicas descrita
no item 4.3.1.

Por se tratar de uma técnica rapida e simples, esse teste foi previamente
utilizado para se ter uma ideia sobre a quantidade de agucar produzido nas reagoes
de hidrdlise, e assim auxiliar na escolha das melhores reagdes para o estudo do
processo fermentativo para producéo de etanol 2G.

O Anexo A apresenta a tabela com as concentragbes de glicose e o
rendimento obtidos em cada reagao. Os experimentos foram feitos em triplicatas nas
condi¢des descritas na Tabela 3 do item 4.3. O rendimento em glicose foi calculado a
partir da concentracdo média de glicose (média aritmética dos 3 valores).

De acordo com a estequiometria da reagao (Fig. 21), verifica-se que 324,0 g
de celulose produzem 360,0 g de glicose. Para 500 mg de celulose, considerando o
rendimento da reacdo de 100%, sé&o produzidos 555,6 mg de glicose. Portanto, a

concentragdo maxima de glicose produzida seria de 1389 mg.dL™".

OH
OH

HO

o]

OH

HO ‘oal
o\w
o]

OH

H,S0,
+ n(2H,0) —

OH

OH

OH

Figura 21 - Equagao quimica da reagao de hidrélise da celulose

Para a reagao com o acetato de celulose, de acordo com a estequiometria da
reagao (Fig. 22), verifica-se que 492,0 g de acetato de celulose produzem 360,0 g de
glicose. Para 500 mg de acetato de celulose, considerando o rendimento da reagao
de 100%, sédo produzidos 366 mg de glicose. Portanto, a concentragdo maxima de
glicose produzida seria de 915 mg.dL™".

Dessa forma, a partir desses calculos foi possivel determinar o rendimento

das reacgdes de hidrdlise.
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Figura 22 - Equagao quimica da reac¢ao de hidrdlise do acetato de celulose

Para facilitar a analise dos resultados e fazer uma comparacdo entre os

rendimentos obtidos tanto na hidrélise da celulose quanto na hidrélise do acetato, os

dados foram plotados em graficos de rendimento em glicose x tempo reacional (Fig.
23 e 24).

Analisando a Figura 23, baixos rendimentos em glicose foram encontrados,

quase todos os valores inferiores a 10%. O melhor rendimento alcangado, 11%

aproximadamente, foi para a hidrolise da amostra em solugéo acida, a 15%, por 150

minutos (C15-150). Observa-se ainda que quando a reagdo foi realizada nessa
mesma concentracdo de H,SO4 (15%) por 180 minutos (C15-180), o rendimento

diminuiu para 8%, indicando que a glicose que foi produzida até 150 minutos

comegou a ser degradada logo depois.
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Figura 23 - Rendimento em glicose x tempo de reagao das hidrolises
da celulose em solugdes 2,5%, 5,0 %, 10%, 15% e 20% de H,SO,)

Os resultados obtidos na hidrélise do acetato de celulose (Fig. 24), verifica-se

que no inicio das reagdes, apds 60 minutos, rendimentos em glicose em torno de
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62% e 70% para as hidrélises em solugbes de H,SO4 de concentragbes 20% (A20-
60) e 15% (A15-60), respectivamente. Apos 60 minutos, mantendo essas
concentracdes das solugdes acidas, a glicose produzida comeca a ser degradada.

Para a hidrolise em H,SO,4, a 10%, o aumento do rendimento foi proporcional
ao tempo de reacdo até 90 minutos, a partir desse instante o rendimento se manteve
constante, entre 70% e 74%, até 180 minutos. A partir de 180 minutos a
concentracao de glicose diminuiu, devido a degradacao do agucar.

Na hidrélise do acetato em solugédo de H,SO. a 5,0%, o aumento na
producao de glicose foi acompanhado do tempo de reagéo até 180 minutos. Nesse
instante, a hidrélise (A5-180) apresentou o valor maximo de rendimento em glicose,
em torno de 92%. Para a hidrélise realizada em solugdo de H,SO. a 2,5%, o
rendimento nao ultrapassou 50% considerando o tempo maximo de realizacdo dos

experimentos (210 minutos).
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Figura 24 - Rendimento em glicose x tempo de reacéo das hidrdlises do
acetato de celulose em solugdes 2,5%, 5,0 %, 10%, 15% e 20% de H.SO,

Quando se compara a eficiéncia da hidrélise para os dois materiais, fica
evidente que os teores de agucar obtido na hidrdlise da celulose sao muito inferiores
aos valores obtidos com o acetato de celulose, independente o tempo de reacao
(Fig. 25). A baixa taxa de hidrdlise da celulose provavelmente esta relacionada com
o alto grau de cristalinidade da celulose microcristalina. As regides cristalinas
apresentam resisténcia a solvatacao e ao ataque quimico devido a forte coesao

existente entre as moléculas gerada pelas ligacbes hidrogénio inter e
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intramoleculares.

100 | [ Acetato de celulose
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Figura 25 - Comparacao entre os rendimentos em glicose obtidos a
partir das reacdes de hidrolise da celulose e do acetato de celulose,
em solugao de H,SO,, 5,0% (V/V.)

Com a substituicdo das hidroxilas da celulose por grupos acetil, as interagdes
do tipo ligacdes hidrogénio diminuem, a estrutura que antes era cristalina fica mais
amorfa facilitando a solvatagdo e a interagdo com reagentes e, consequentemente,
ocorre um aumento na taxa de hidrélise.

Nesse contexto, se torna claro a importancia de estudo sobre a modificagao
quimica da celulose como etapa de pré-tratamento para a producao de etanol 2G.
Altos rendimentos (92%) em condi¢cdes brandas de temperatura (120 °C), presséo e
concentragcdo de acido (5%) foram obtidos. Na literatura, rendimentos entre 50 e
60% em glicose a partir da celulose, sé foram obtidos sob temperaturas na faixa de
200 a 230 °C.*“* Dessa forma o custo adicional da etapa de pré-tratamento poderia
ser compensado com o ganho na economia com gastos de energia.

Hamelinck et al. (2005)%, fazendo um estudo comparativo entre os trés
processos de hidrolise da celulose: acido diluido (concentragdo de H,SO. < 1%),
acido concentrado (concentragao de H,SO, entre 30 a 70%) e enzimatico (celulase),
apresenta rendimentos em glicose de 90% na hidrdlise com acido concentrado.

Porém, concentragdes tao altas de acido sulfurico, 70%, inviabiliza o processo por
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questdes econdmicas relacionadas tanto com a recuperacgao do acido, quanto com o
alto custo de equipamentos resistentes a corrosao.

Apods a analise desses resultados, ficou definido que a condi¢ao ideal de
hidrélise do acetato de celulose, a 120 °C, ocorre em solu¢do de acido sulfurico, de

concentragéo 5,0 % (v/v), por 180 minutos.

5.2.2 Quantificagbes de glicose, furfurais e acetato por HPLC

Durante o processo de hidrélise acida, pode ocorrer a formacado de alguns
subprodutos que interferem negativamente no processo de fermentagao. Entre eles
pode-se citar o acido acético, que é formado pela hidrolise do grupo acetil presente
no acetato de celulose e furaldeidos ou aldeidos furanos, principalmente furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), formados pela degradagdo de pentoses e hexoses,
respectivamente.®’

O furfural causa sobre as leveduras uma diminuicdo da taxa especifica de
crescimento e o HMF, apesar de menos toxico também causa danos a membrana
celular das leveduras, isto tem sido comprovado por diferentes estudos.%* %

Neste contexto, ndo s6 o rendimento obtido em glicose € importante, mas a
obtencdo de um hidrolisado com baixos teores de compostos inibidores €
fundamental para o sucesso da etapa de fermentagdo e consequentemente, para a
obtencdo de altos rendimentos em etanol. Dessa forma, a presenca desses

inibidores também foi avaliada e os resultados séo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantificagédo de glicose, furfurais e acetato nos hidrolisados

Glicose HMF Furfural Acetato Teor de
Exp. Amostra
(g.L") (mg.L") (mg.L") (g.L") glicose (%)

17  A5-60 0,92 0 1 3,24 10,05
18  A10-60 3,99 0 49 4,98 43,61
19 A15-60 6,90 7 53 5,00 75,41
20 A20-60 5,93 17 45 4,99 64,81
27  A5-90 4,57 27 17 4,40 49,95
28  A10-90 6,71 2 55 4,95 73,33
29  A15-90 6,18 14 48 4,81 67,54
30 A20-90 5,76 23 41 5,03 62,95
36 A2,5-120 0,78 29 0 2,87 8,52

37  A5-120 6,61 0 37 4,92 72,24
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Continuagéo (Tabela 7

Glicose HMF Furfural Acetato Teor de
xp. Amostra .

(g.L") (mg.L") (mg.L™") (g.L") glicose (%)
38 A10-120 6,98 5 57 5,19 76,28
42  C5-150 0,53 20 3 0,01 3,81
43 C10-150 0,92 8 10 0,02 6,62
46  A2,5-150 1,64 28 4 3,36 17,92
47  A5-150 6,76 0 47 4,82 73,88
48  A10-150 6,81 6 56 5,14 74,43
52 C5-180 0,57 21 4 0,02 4,10
53 C10-180 1,04 9 9 0,06 7,48
56 A2,5-180 3,09 27 9 4,09 33,77
57 A5-180 8,17 1 53 5,52 89,29
58 A10-180 6,42 0 54 5,01 70,16
62 C5-210 0,71 0 6 0,02 5,11
63 C10-210 1,43 0 12 0,12 10,30
66 A2,5-210 3,94 0 21 2,81 43,06
67  A5-210 6,86 0 32 4,81 74,97
68 A10-210 5,18 0 47 4,66 56,61

As analises realizadas por HPLC mostraram a presenca dos compostos
furfural e hidroximetilfurfural em concentragdes da ordem de mg.L™, ou seja, teores
abaixo da concentracdo toxica. Esses valores, comparados as concentracbes de
glicose obtidas, representam menos de 1%. Pereira Jr. (2008)*, ao realizar hidrolise
acida (H.SO.) de torta de mamona, a 120 °C, obteve 32,2% de rendimento em
glicose e 3,8% de furfurais em relagdo ao teor de glicose. Santos (2010)%, ao
hidrolisar celulose, também empregando 4cido sulfurico, a 190 °C, obteve 58,2% de
conversdo em (glicose e 7,3% de HMF; nesse mesmo trabalho, utilizando
temperatura de 150 °C, ndo ocorreu a formacdo de HMF, porém a conversdo da
celulose em glicose foi de 1,7%, apenas. Outros trabalhos, descritos na literatura,
apresentam teores de furfurais crescentes com o aumento da temperatura de
hidrélise. A diminuicdo da temperatura inibe a formacdo de furfurais, mas em
contrapartida, a taxa de hidrdlise diminui consideravelmente.

Na fermentacéo de hidrolisado acido para a produgao de etanol, os inibidores,
como ja relatado, tais como os aldeidos furanicos, fendis e acidos alifaticos podem
causar uma diminuicdo consideravel da fermentacdo. O tratamento do hidrolisado
com o Ca(OH), antes da fermentagdo, supercalagem, € um método bem

estabelecido para melhorar o poder de fermentagcdo. No entanto, uma desvantagem
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com a supercalagem é a formagdo de um precipitado de sulfato de célcio (gesso).%®
Um outro inconveniente € que, se o tratamento for feito sob condigbes muito severas
(alta temperatura e pH), ocorre uma degradacdo consideravel dos agucares
fermentaveis.®® As andlises quimicas da calagem excessiva combinada com
experimentos de fermentagdo sugerem que é dificil encontrar condi¢gdes que sejam
capazes de impedir a degradagcdo dos agucares fermentaveis e ao mesmo tempo
provocar a degradacgao dos inibidores aldeidos furanicos.

Diante disso, a solugdo seria evitar a formacdo de inibidores durante o
processo de obtencdo da glicose. Nesse sentido, é importante ressaltar, a
modificagdo quimica da celulose possibilita a utilizagado de baixas temperaturas (120
°C) no processo de hidrolise, e consequentemente, impede a formagao de
inibidores. Como esse estudo mostra, os resultados obtidos sdo de extrema
importancia, visto que, foi possivel, obter altos rendimentos em glicose e baixos
teores de inibidores nos hidrolisados. No Processo fermentativo, a auséncia desses
inibidores simplifica o processo de producao de etanol 2G, ja que elimina a etapa de
detoxificagdo.

E importante observar também, que todos os valores de concentragées de
glicose encontrados via HPLC foram muito semelhantes aos resultados obtidos no
UV-vis através do teste colorimétrico utilizado para quantificacéo prévia de glicose.

A Figura 26 apresenta um grafico comparativo entre os rendimentos das
reagdes de hidrolise do acetato calculados a partir das concentragdes de glicose
medidas por HPLC e por UV-vis. No grafico estdo representados valores obtidos a
partir das reagdes de hidrolise do acetato em solugado de H,SO4, 5,0% (AS) e do
acetato em solugdo de H,SO,, 10,0% (A10) conduzidas em diferentes tempos (60,
90, 120, 150, 180 e 210 minutos).

O comportamento idéntico das duas curvas (valores medidos por HPLC e por
UV-vis) permite concluir que a técnica empregada para quantificar glicose pelo

método colorimétrico é confiavel.
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Figura 26 - Grafico comparativo entre os rendimentos em glicose calculados

a partir de teores de glicose medidos por HPLC e por UV-vis.

O melhor rendimento em glicose foi alcangado através da hidrélise do acetato
em solugéo de H,SO,, 5,0% (v/v), durante 180 minutos (A5-180). Nessas condi¢des
o teor de glicose obtido foi de 8,17 g.L", o que corresponde um rendimento de
aproximadamente 90%. Realizando essa reagdao nessas mesmas condicdes, a
concentragéo de glicose medida através do teste colorimétrico foi de 8,48 g.L™", que
corresponde a um rendimento de 92,7 %.

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos referentes a hidrélise acida da
celulose. Christofoletti (2010)*°, obteve um rendimento em glicose de 47,73% a partir
da hidrdlise da celulose do bagago de cana-de-agucar com acido sulfurico diluido,
0,14%, a 200 °C. Gurgel (2010)*, também trabalhando com hidrdlise éacida do
bagaco de cana, empregando acido sulfurico diluido, 0,14%, a 210 °C, conseguiu
uma taxa de conversao de celulose em glicose de 69%.

Os trabalhos mais abundantes encontrados na literatura tratam-se da hidrélise
enzimatica. Por exemplo, utilizando bagaco de cana, Rocha et al. (2010), obtiveram
como valor de conversao maxima, de 76%. Oliveira (2010), usando a palha de cana
como matéria-prima em seu estudo, alcangou uma taxa de conversao de 80 %.
Chen;Han;Xu (2008) obtiveram 58 % de conversdo com a palha de trigo. Guo et al.
(2009) chegaram a uma conversédo de 78 % usando palha de arroz.®” No entanto,

esses processos enzimaticos sdo demorados, requerendo 3 dias ou mais para a
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conversdao, € os hidrolisados nao estdao livres da presenca de inibidores
fermentativos, ja que esses podem ser produzidos na etapa anterior a hidrdlise,
durante o pré-tratamento da biomassa.

Além do alto rendimento em glicose empregando condigbes brandas na
reacao de hidrdlise, a inovacao desse trabalho € o reaproveitamento de um residuo
urbano que constitui um dos maiores problemas ambientais, o filtro do cigarro.

Um estudo publicado na American Chemical Society revelou que 4,5 trilhdes
de filtros de cigarro sdo descartados no ambiente a cada ano. Os oceanos também
sofrem com o fumo. Segundo o relatério Marine Litter: a Global Chalenge (Lixo nos
Oceanos, um desafio para o mundo, em traducgao livre), feito pela ONU, embalagens
e restos de cigarro se acumulam nos mares, formando 40% do lixo encontrado no
Mar Mediterraneo. No Equador, o numero chegou a ser mais da metade de residuos
encontrados na costa em 2005.%® Nos ultimos 27 anos, o Programa Internacional de
Limpeza das Zonas Costeiras recolheu mais de 52 milhdes de filtros de cigarro, uma
quantidade quase oito vezes maior que a de latas de bebida encontradas. Os filtros

de cigarro representaram 32% de todos os detritos coletados pela iniciativa.*

5.3 Fermentacgao - Producgao de etanol 2G

A partir dos resultados das quantificagdes de glicose apresentados na tabela
7, escolheu-se fazer testes de fermentacdo com os hidrolisados de acetato de
celulose dos experimentos 38 (A10-120) e 57 (A5-180). O preparo dos hidrolisados
ocorreu conforme descrito no item 4.4.1.

Para os testes de fermentacdo foram utilizados 500 mL de cada um dos
hidrolisados, A10-120 e A5-180, com concentragdes de glicose igual a 47,36 g.L"' e
58,24 g.L", respectivamente. Cada hidrolisado foi dividido em dois volumes de 250
mL (Fig. 27) e misturados a 250 mL de YNB conforme metodologia descrita no item
3.4.3.



63

Figura 27 - hidrolisados sendo injetados nas dornas contendo YNB

para dar inicio a fermentacéo.

5.3.1 Crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae

Para que um processo fermentativo seja eficiente, é necessario que as
caracteristicas do agente fermentativo, a levedura S. cerevisiae, sejam observadas e
respeitadas. A sobrevivéncia e o crescimento da levedura dependem de um
adequado suprimento de nutrientes e de um ambiente fisico favoravel.

A fermentagdo teve inicio e seguiu conforme descrito na metodologia
apresentada no item 4.4.3. Além de diminuir a temperatura, foi possivel eliminar a
etapa de purificagdo do hidrolisado antes da fermentagao, ja que as quantidades de
furfural e HMF presentes no meio eram despreziveis.

Para o meio hidrolisado A10-120, n&o ocorreu o crescimento da levedura e,
portanto, ndo houve producio de etanol.

Os resultados obtidos para o crescimento da levedura no meio hidrolisado
A5-180 sdo demonstrados na Figura 28, grafico que representa o crescimento das
células em fungdo do tempo nas dornas 1 e 2.

Pode-se observar que a levedura teve uma excelente adaptagcdo ao meio nas

duas dornas. A fase lag, fase de adaptagcdo das leveduras ao meio, tem uma
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duracao de aproximadamente 15 horas e a partir dai, na fase exponencial, observa-
se que a levedura teve um crescimento expressivo, indicando que o produto de
desejo, etanol 2G, estava sendo formado com eficiéncia. Apds a fase exponencial a
levedura entra na fase estacionaria, ndo chegando a fase de declinio devido ao

tempo a qual foi monitorada, 25 horas.
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Figura 28 - Crescimento da levedura no meio hidrolisado nas dornas 1 e 2.

5.3.2 Consumo de glicose e a produgéo de etanol

Entre os fatores que podem afetar o rendimento da fermentacao, ou seja, a
conversao eficaz de agucar em etanol, alguns merecem mais atengéo, tais como, a
concentragdo de substrato, presenga de contaminantes ou agentes tdxicos, pH,
tempo e temperatura.

Durante a fermentacéao, apos as primeiras 15 horas, aliquotas de amostras do
meio foram retiradas das duas dornas, a cada intervalo de duas horas, para
quantificacbes do consumo de glicose, da produgdo de etanol e verificagdo da
presenca de outras substancias presentes no meio, tais como, furfural, HMF e

acetato. Os resultados sédo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Quantificacdo dos compostos durante a fermenta¢do na dorna 1

Tempo Glicose Etanol  ion acetato HMF Furfural
(horas) (9.L7) (gL (gL (g.L7) (9.L7)
0 18,2 0 13,05 0,02 0
15 13,25 2,77 13,5 0,025 0
17 9,75 4,22 13,4 0,005 0
19 5,55 6,37 13,65 0 0
21 1,5 8,17 13,4 0 0
23 0 8,77 13,5 0 0
25 0 9,08 13,6 0 0

Tabela 9 - Quantificacido dos compostos durante a fermentagao na dorna 2

Tempo Glicose Etanol  lon acetato HMF Furfural
(horas) (9.L7) (g.L) (g.L7) (9.L7) (9.L7)
0 17,7 0 13,55 0,025 0
15 12,5 29 13,8 0,005 0
17 8,45 4,45 13,65 0 0
19 3,04 7,05 13,8 0 0
21 0,2 8,4 13,8 0 0
23 0 8,55 13,75 0 0
25 0 8,65 13,75 0 0

Estequiometricamente, na reagao de fermentagado da glicose, verifica-se que
180,0 g do substrato produzem 92,0 g de etanol. Ou seja, o fator de conversao do
substrato em produto (Yes) € igual a 0,51 g/g, considerando a eficiéncia da
fermentacao de 100 %.

Ao analisarmos os resultados das fermentagdes do meio hidrolisado,
verificou-se que os fatores de conversédo de substrato em produto (Ypss) foram de
0,50 g/g na dorna 1 e de 0,49 g/g na dorna 2. Observou-se que no meio hidrolisado
a levedura teve seu crescimento bem definido e obteve uma produgado muito préxima
de 100%.

Como se observa nos graficos da Figura 29, ocorreu uma
compatibilidade entre o consumo de glicose e a conversdo em etanol. Apos 25 horas
houve o consumo total da glicose e a produgdo de etanol atingiu valores préximos
da eficiéncia maxima da fermentacao. A auséncia de inibidores e a alta concentracao
de glicose no hidrolisado constituiram fatores essenciais para o sucesso da

fermentacao.
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Figura 29 - Consumo de glicose e produgao de etanol no meio hidrolisado.
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6 CONCLUSOES

Os difratogramas de raios X mostraram uma diferenga significativa entre a
cristalinidade da celulose e a do acetato de celulose, sugerindo que a substituicdo
dos grupos hidroxila por grupos maiores, como o acetil, causam altera¢gdes no
arranjo ordenado da celulose.

As reagoes de hidrdlise acida do acetato de celulose apresentaram resultados
significativos, em termos de conversdo em glicose, comparados a celulose
microcristalina. Analise desses dados permite constatar que a modificacdo quimica
da celulose facilitou o acesso do acido na estrutura e consequentemente, contribuiu
para o aumento da taxa de hidrolise.

A melhor condicdo de hidrolise do acetato de celulose, ocorreu em solugéo de
H.SO4, 5% vlv, por 180 minutos. Nessas condigdes, além do alto teor de glicose
(90%), a concentracado de compostos inibidores de fermentacéo apresentou valores
abaixo dos teores toxicos. A concentragdo de furfurais totais representam 0,6% da
concentracdo de glicose produzida. A auséncia desses compostos no hidrolisado
estd associada principalmente as condigdes brandas de temperatura (120 °C) e de
pressao e baixa concentragao do acido que foram empregadas nas reagoes.

Foi possivel a obtengdo de etanol, com rendimentos proximo da eficiéncia
maxima de fermentacdo (98% de conversdo glicose/etanol), a partir de uma
matéria-prima que constitui um grave problema ambiental, o filtro de cigarro. Diante
desse resultado, é possivel prever o uso dessa tecnologia no aproveitamento tanto
dos filtros de cigarro, residuos soélidos urbanos, quanto para as aparas de cabo
acetato, que sédo residuos gerados nas industrias de cigarro durante o processo de
producao dos filtros. Outra contribuicdo de extrema relevancia obtida nesse estudo
foi a da importancia da modificagdo quimica da celulose como uma etapa de pré-
tratamento para a hidrélise, abrindo caminhos para novos estudos.

Enfim, esse estudo permite concluir que a modificacdo quimica da celulose,
através da acetilagdo dos grupos hidroxila, pode ser uma rota interessante para a
producdo de etanol 2G. Ainda que sejam implementados gastos com esse
tratamento adicional, mas esses poderdo ser compensados pela eficiéncia do
processo e com 0s ganhos na economia de gastos de energia (ja que as
temperaturas para hidrolisar a celulose sdo maiores) e na eliminagdo da etapa

detoxificacao.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Estamos fazendo um estudo visando a recuperagcdo do acido acético, uma
vez que altas concentracdes de ions acetato foram produzidos nas reagdes de
hidrélise, como apresentado na Tabela 7. A recuperagcao desse acido possibilitara
sua reutilizagao nas reagdes de acetilagao da celulose, gerando um processo ciclico,

e assim os gastos com a producéao de etanol 2G serao amenizados.
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Tabela - Teores de glicose e rendimento médio das reagdes de hidrolise realizadas

em triplicatas.

[glicose] (mg/dL) [glicose] Rendimento
Exp. Amostra
1 2 3 média (%)
1 C2,5-30 0,95 0,00 0,25 0,40 0,03
2 C5-30 4,00 4,51 4,22 4,24 0,31
3 C10-30 38,05 37,00 36,53 37,19 2,68
4 C15-30 40,33 39,93 38,63 39,63 2,85
5 C20-30 47,33 43,40 38,83 43,19 3,11
6 A2,5-30 2,67 1,69 1,76 2,04 0,22
7 A5-30 9,95 9,17 10,05 9,72 1,06
8 A10-30 80,04 72,46 79,64 77,38 8,46
9 A15-30 101,26 108,33 112,83 107,47 11,75
10 A20-30 169,14 158,39 170,73 166,09 18,15
11 C2,5-60 1,03 0,09 1,54 0,89 0,06
12 C5-60 30,42 39,01 37,83 35,75 2,57
13 C10-60 70,53 66,53 74,05 70,37 5,07
14 C15-60 102,32 104,80 110,18 105,77 7,61
15 C20-60 98,66 115,10 102,30 105,35 7,58
16 A2,5-60 10,86 11,39 14,38 12,21 1,33
17 A5-60 110,42 104,23 115,17 109,94 12,02
18 A10-60 402,96 389,34 463,40 418,57 45,74
19 A15-60 676,54 651,44 684,18 670,72 73,30
20 A20-60 536,49 598,68 578,49 571,22 62,43
21 C2,5-90 29,14 27,07 30,77 28,99 2,09
22 C5-90 54,68 45,23 48,41 49,44 3,56
23 C10-90 80,43 99,23 88,34 89,33 6,43
24 C15-90 102,38 95,42 101,16 99,65 717
25 C20-90 86,33 103,86 101,86 97,35 7,01
26 A2,5-90 43,76 46,47 45,16 45,13 4,93
27 A5-90 571,94 572,44 480,14 541,51 59,18
28 A10-90 655,31 601,09 677,84 644,75 70,46
29 A15-90 603,16 561,96 590,14 585,09 63,94
30 A20-90 480,12 450,87 451,21 460,73 50,35
31 C2,5-120 32,35 33,58 33,44 33,12 2,38
32 C5-120 50,34 47,85 48,93 49,04 3,53
33 C10-120 91,48 104,46 105,05 100,33 7,22
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Continuagao (Tabela)

[glicose] (mg/dL) [glicose] Rendimento

Exp. Amostra

1 2 3 média (%)
34 C15-120 130,17 128,41 129,83 129,47 9,32
35 C20-120 99,03 106,36 103,75 103,05 7,42
36 A2,5-120 126,63 123,90 119,87 123,47 13,49
37 A5-120 646,02 651,29 648,05 648,45 70,87
38 A10-120 653,54 637,06 663,91 651,50 71,20
39 A15-120 408,32 405,37 432,64 415,44 45,40
40 A20-120 155,56 151,65 157,13 154,78 16,92
41 C2,5-150 41,70 40,83 39,06 40,53 2,92
42 C5-150 70,18 60,60 58,33 63,04 4,54
43 C10-150 116,46 115,78 108,84 113,69 8,19
44 C15-150 157,08 160,07 152,39 156,51 11,27
45 C20-150 107,94 114,10 106,95 109,66 7,90
46 A2,5-150 212,02 222,44 214,97 216,48 23,66
47 A5-150 725,68 734,40 730,05 730,04 79,79
48 A10-150 702,45 682,95 686,20 690,53 75,47
49 A15-150 202,00 199,08 222,18 207,75 22,71
50 A20-150 114,16 111,07 108,53 111,25 12,16
51 C2,5-180 46,65 46,10 46,52 46,42 3,34
52 C5-180 72,00 73,65 74,72 73,46 5,29
53 C10-180 128,67 125,45 124,58 126,23 9,09
54 C15-180 112,74 118,26 117,47 116,16 8,36
55 C20-180 98,06 90,18 94,17 94,14 6,78
56 A2,5-180 411,75 435,02 436,92 427,90 46,76
57 A5-180 830,80 860,69 853,75 848,41 92,72
58 A10-180 654,19 668,90 712,67 678,59 74,16
59 A15-180 174,08 175,98 178,14 176,07 19,24
60 A20-180 96,50 92,35 95,95 94,93 10,38
61 C2,5-210 68,34 59,20 58,43 61,99 4,46
62 C5-210 88,06 90,88 85,90 88,28 6,36
63 C10-210 133,20 138,19 136,09 135,83 9,78
64 A2,5-210 443,95 458,73 484,94 462,54 50,55
65 A5-210 684,21 701,38 691,07 692,22 75,65
66 A10-210 534,06 536,06 531,98 534,03 58,36



