UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

INVESTIGACAO DA BIOMASSA DE Eichhornia crassipes (AGUAPE) PARA A
OBTENCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO COMO UM PROCESSO
MITIGATORIO DA POLUICAO AQUATICA

GIOVANA ROBERTA FRANCISCO BRONZATO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Unesp -
Campus de Botucatu, para obtencdo do
titulo de Mestre em Agronomia
(Energia na Agricultura)

BOTUCATU - SP

Julho — 2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

INVESTIGACAO DA BIOMASSA DE Eichhornia crassipes (AGUAPE) PARA A
OBTENCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO COMO UM PROCESSO
MITIGATORIO DA POLUICAO AQUATICA

GIOVANA ROBERTA FRANCISCO BRONZATO

Orientador: Dr. Alcides Lopes Ledo
Co-orientadora: Dr? Ivana Cesarino

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Unesp -
Cémpus de Botucatu, para obtencdo do
titulo de Mestre em Agronomia
(Energia na Agricultura)

BOTUCATU - SP

Julho — 2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISIGAO E TRATA-

MENTO DA INFORMACAO - DIRETORIA TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO -
UNESP - FCA - LAGEADO - BOTUCATU (SP)

Bronzato, Giovana Roberta Francisco, 1990-
Investigagdo da biomassa de Eichhornia crassipes
(aguapé) para a obtengdo de etanol de segunda geragdo
como um processo mitigatdério da poluigdo aquatica /
Giovana Roberta Francisco Bronzato.

B869i

- Botucatu : [s.n.],
2016
xii, 78 f£. : fots. color., ils.color., grafs. color.,
tabs.
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual Pau-

lista, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu, 2016
Orientador: Alcides Lopes Leédo
Coorientador: Ivana Cesarino
Inclui bibliografia

1. Agua - Poluigdo. 2. Aguapé. 3. Etanol. 4. Biomassa
vegetal. 5. Hidrélise. I. Ledo, Alcides Lopes. II. Cesa-
rino, Ivana. III. Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (Campus de Botucatu). Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “:) F'C A

unesp

CaAmpus de Botucatu

CERTIFICADO DE APROVAGAD

TITULG: INVESTIGACAD DA BIOMASSA DE Eichhornia crassipes (AGUAPE} PARA A OBTENCAD
DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAQ COMO UM PROCESSO MITIGATORIO DA POLUI-
GAO AQUATICA

AUTORA: GIOVANA ROBERTA FRANCISCO BRONZATO
ORIENTADOR: ALCIDES LOPES LEAD

Aprovada comao parte das exigéncias para obtengie do Titulo de Mestra em AGRONOMIA
(ENERGIA MA AGRICULTURA). pela Comissdo Examinadara:

Bioprocessos e Bictacnologia ¢ Faculdade de Cigncias Agrdnomica - UNESF

Ponohic A Hpreny: Do

Prof. Dr. CLAUDID ANGELl SANSIGDLO
Dep de Gighca Florestal f Faculdades de Cigncias Agronemnica - UNESP

L / //%#:
[ Dr. RUBEMNS MALIFL

Depto de Processos Quimices ¢ UNICAMP - SAMPINAS

Botucatu, 18 de julho de 2018,

Fosid 2o 3 T B Aarnremiea - Clmpas da BExlszan -
TR IDEE BAMSISA Ok BAHA0HE, 1750 3810 HT, Bolazyii - Sha Padin
R e oo | reep R R S IO LRI CIE -



“(...J Mas para quem tem pensamento forte,
O impossivel é so questdo de opinido (...)"

S6 os loucos sabem
Charlie Brown Jr.

“(...) Tenha fé em Deus, tenha fé na vida

Tente outra vez (...)"
Tente Outra Vez

Raul Seixas/ Paulo Coelho/ Marcelo Motta



Dedico esse trabalho para as pessoas que
sempre me ajudaram a realizar os meus sonhos:
Ao meu pai, Renato, de quem herdei a curiosidade para o novo;

E a minha mée, Maria Inéz, que me ensinou o prazer em estudar.

AGRADECIMENTOS



Agradeco a Deus pelo dom da vida, e a Santa Rita por toda a protecdo e ajuda em minha
vida.

A0s meus pais por todo o incentivo, apoio e ajuda, pelos conselhos e por sempre
acreditarem em mim. Obrigada por todo amor e carinho. Amo vocés!

Ao professor Dr. Alcides Ledo e a professora Dra. Ivana Cesarino pela oportunidade, pela
orientacdo, por confiarem no meu trabalho e, principalmente, pelo compartilhamento de
conhecimento.

As minhas avds (Zefa e Wanda), as minhas tias (Maria José, Rosangela, Silvia e Isabel),
aos meus tios (Carlinhos e Euclides) e aos meus primos (Jamile, Junior, Mariana e Lucas)
e aos “amigos-familia” (Elaine, Neto, Maria Elizabeth e Marielle) pelo carinho, conselhos,

oragdes e por sempre torcerem por mim.

As minhas amigas: Carlinha, Jaque e Gabi pela amizade, conselhos e por sempre me
acompanharem em uma cerveja gelada, seja nos bons ou nos maus momentos. A Katia e
Thiago, pelos conselhos, apoio e, principalmente, pela amizade desde o tempo da EEL.

A Sabrina e ao Vladi pelo comprometimento e toda ajuda na realizacdo dos experimentos.

A professora Dra. Marcia pela amizade, paciéncia, ajuda e pelos ensinamentos. A
professora Dra Rita por toda ajuda com as analises, desde a realizagdo até a explicacdo dos
resultados e, também, pela amizade.

Ao prof. Dr. Waldemar Venturini Filho por permitir o uso do Laboratério de Bebidas e ao
técnico Dr. Ricardo Figueira pela ajuda na realizacao e nas analises das destilaces;

Ao Prof. Dr. Claudio Sansigolo por permitir o uso do Laboratorio de Quimica da madeira e
a técnica Liliane Pereira pela ajuda na realizacdo das analises dos componentes vegetais.

As alunas de IC, Jéssica e Maysa, pelo aprendizado que vocés me proporcionaram e,
principalmente, pelas risadas, que fizeram das quartas-feiras o meu dia preferido no
laboratorio.

Aos colegas do laboratério RESIDUALL pela ajuda e pelos momentos compartilhados.
As agéncias financiadoras CAPES, CNPq e FAPESP.

A todos que de alguma forma me ajudaram na realizacdo desse trabalho: Muito obrigada!



Vi

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...ttt bbbt IX

LISTA DE TABELAS. ...ttt Xl
L RESUMO ...ttt e e b e e b e n e nnes 1
SUMMARY L.t a et e n et 2
2 INTRODUGAOD. ..ottt sttt en et 3

2.1 BIOCOMBDUSTIVEIS. ...t 5

2.2 Etanol de Segunda GEIaGED. ........c.urerieieieie it 7

2.2.1 Biomassa LigNOCEIUIOSICA..........cc.cceeiuiiieiiecie e 9

2.2.2 CRIUIOSE. ...ttt 11
2.2.3 HEMICEIUIOSE. ...ttt 13
p A I T | 1 [ DO PSR P PP PP PRPRPRO 14
2.2.5 Pré-tratamento da BIOMASSA........cueiuerieiriirierieieesiesieese sttt 16
2.2.6 Pré-tratamento FiSICO.........oiiiiiiiiiiiiieiieeesi e 17
2.2.7 Pré-tratamento QUITNICO........c.cciieiieiiric e cctee ettt sree e be e eree e beeeneas 18
2.2.8 Pré-tratamento BiOlOGICO........cvouiiiiiiiiieisese s 19
2.2.9 Pré-tratamento COMDINAAO. .........cviiriiieiiieeeeesee e 19
2.2.10 Hidrolise ENZIMALICA. ......cvouiieiieiiiiieeieese ettt 20
2.2.11 Fermentacao AICOONICA...........ccveiuieie e 21
2.3 Futuro da Tecnologia de Producao do Etanol............c.ccceevevieiiiieiicve e 22
2.4 Eichornia Crassipes — AQUAPE. ........couiiiieierientisiesie ettt sbe e sae st b 24
2.5 Producdo de Etanol 2G Utilizando Aguapé como Matéria-Prima............c.cceevvvvevennene. 27
S OBUIETIVO. .ttt ettt ettt b et e b e an e ne e 29
A MATERIAIS E METODOS........oovieiieeeeeeeeeteeesseeteses s sss s sen s sensssesssnessnsanenaans 30

4.1 Coleta e Processamento da Eichhornia Crassipe..........ccovievenininenieieenesese e 30



Vi

4.2 Procedimentos e Parametros Utilizados na Producdo de Etanol 2G.............cccccoeveee. 30
4.3 Pré-tratamento da BIOMASSA..........coiirveiiiriiiciseie e 31
4.4 CaraCterizaGio € ANAIISES. .......cviiieiieiere et 35
4.4.1 Umidade do AQUAPE IN NALUFA.......c.couiriiiieiieieiesieeese e 35
4.4.2 METAIS PESAUODS. ......c.eeiiiiiiietieteee et 35
4.4.3 CaracterizaGdo QUIMICA.........ccverueiieieesiesiesteeste e seeste e e e e sreesae e e s reeaesneenreenes 35
4.4.4 Andlises Termogravimetricas (TG-DTA).....cccoiiieieeie e 39
4.4.5 Difragdo de RaI0-X (XRD).....ccouiiiiiiiieieiie st 39
4.4.6 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)................... 40
4.5 Hidrolise Enzimatica e Fermentacdo AICOONICA.............covevveiiiiiiii e 40
4.5.1 Hidrdlise e Fermentacdo Simultaneas (SSF).......cccovvevveieiieeie e 41
4.5.2 Hidrolise e Fermentagdo Separadas (SHF)........cocoveiiiiiiiiiiieeeeee e 42
4.6 DESTIAGED. ... ettt bbb 43
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD........cooiiieiiieiieeesteres s teresss s tesess s ssnssnesons 44
5.1 CaracterizaGao QUIMIICA. .......cveiieieiiecie ettt ettt ste e reesre e sneeanas 44
5.1.1 Umidade do AgUape IN NALUFa...........ccceeieiieieiicieee e 44
5.1.2 MELAIS PESAUODS. .......eeviitiiiieiieiieie ettt bbbttt nb et nne s 45
5.1.3 Eficiéncia dos pré-tratamentos..........cocooeiierierieineseneeese et 45
5.1.4 Componentes da EichhOrnia Crassipes.........cooviveieeieiieie e 46
5. 1.5 Termogravimetria e Andalise Térmica Diferencial (TG-DTA)......cccccevveveiveervernenne. 49
5.1.6 Analise de Difracdo de Raio-X (XRD) .....c.ccoeiiiiiiiiiii e 52
5.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) .................. 54
5.2 Produtividade do Etanol 2G com Aguapé como fonte de Biomassa...........cc.cceveeenenne. 55

5.2.1 Comparacdo entre o Rendimento do Etanol 2G de Aguapé com Outras Producgdes de
BLANOL. ..ttt re e 70

B CONCLUSAO. ..o ettt e et e e et e e s e e e et e e et et e e et e e es e e es et erer e e ereeea, 72



Vil

T BIBLIOGRAFIA ... .o 73



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Problemas causados pelo excesso de Eichornia crassipes no Rio Tieté ............ 4

Figura 2 — Esquema da producéo de Etanol de 1° e 2° Geragao..........cccccvevvervvervesvravesnennn 9

Figura 3 — Matéria lignoceluldsica em uma célula vegetal..........c.ccccoevveiiiecieiecce e, 10
Figura 4 — Esquema geral dos componentes quimicos de um vegetal............c.ccocevvevrennne. 11
Figura 5 — Representages da CEIUIOSE. .........cooiiiiiiieeee e 12
Figura 6 — Polissacarideos encontrados na hemicelulose............ccccovevviveiieie i 14
Figura 7 — Representac0es da lHGNINa............coiveiriciie it 15
Figura 8 — Pré-tratamento da DIOMASSa. .........crvriiirierieirieres s 16
Figura 9 — Atuacdo do complexo enzimatico: celulase............covvriiiiiininiiccee, 20
Figura 10 — Esquema da fermentagao alCoOlICa. . .........coverviieiiiieic e 21
Figura 11 — Aguapeé no Rio Tieté na cidade de SA0 Manuel............cccoccveveiieiienn e, 25
Figura 12 — Corte de uma unidade de aguape............cceeeereiiieiiereeieieese e 26

Figura 13 — Esquema da metodologia utilizada nos processos de obtengdo de etanol de
segunda geracao a Partir d0 AQUAPE. ..........cceieeeeierere et se e e ettt ene e e e see e 31

Figura 14 — Esquema geral do processo de pré-tratamento da biomassa de aguapé............ 34

Figura 15 - Esquema de preparacdo dos biorreatores para os processos de hidrélise
enzimatica e fermentagao alCOOIICA. ...........coivririre e 41

Figura 16 - Fluxograma do processo de hidrélise enzimatica e fermentacdo alcodlica
SIMUITANEAS (SSF).... vttt et 42

Figura 17 - Fluxograma do processo de hidrolise enzimética e fermentacdo alcodlica
SEPANAUAS (SHI )i e 43

Figura 18- Curvas de TG-DTA do aguapé pré-tratado com (a) &cido sulfurico; (b) acido
acético; (c) peroxido de hidrogénio; (d) agua e (e) aguapé sem pré-tratamento.................. 50

Figura 19 — Comparagdo entre as perdas de massas apresentadas na analise de TG-DTA do
AQUAPE PreE-TrAtAUO. ... ...ecveiivieie ettt e e s b e et e re e nre e ars 52



Figura 20 - Andlise de difracdo de raio-X do aguapé pré-tratado com (a) acido sulfurico;
(b) é&cido acético; (c) peroxido de hidrogénio; (d) agua e (e) aguapé sem pré-
EFALAIMENTO. ...ttt e b e bt e s sbe e e et e e e st e e snbe e e snbe e e annreeas 53

Figura 21 - analise de FTIR do aguapé pré-tratado com (a) &cido sulfurico; (b) acido
acetico; (c) peroxido de hidrogénio; (d) agua e (e) aguapé sem pré-tratamento.................. 55

Figura 22 — Fluxograma das etapas para calcular a produtividade dos processos
01 0] 0 [0 1] (0 1SR PPRRTPR 56

Figura 23 — Producéo de etanol 2G nos processos SHF € SSF..........ccccvvevieviicieiieeieenns 61

Figura 24 — Rendimento de etanol 2G separado por pré-tratamento e por processo de
hidrolise enzimatica e fermentacao alCOOIICA. ..........ccocvveieeiiiiieieccc e 65

Figura 25 — Produtividade 10 mL/gh) da producao de etanol 2G............cc.cccovvvvererernnenne. 69



Xl

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas de algumas categorias de pré-tratamentos: fisico, quimico,
(o] T0] [T [ Todo =T ot ] 171 o1 - Vo [0 TSSO 17

Tabela 2 — Parametros utilizados nos processos de pré-tratamentos.............cccoeeveeiveiiennnns 33

Tabela 3 — Quantidade de matéria seca e umidade no aguapé natural e analise estatistica

A0S FESUITAADS. ...ttt b ens 44
Tabela 4 — ConcentracGes de metais pesados na biomassa de aguapé Seco...........ccccvevvenens 45
Tabela 5 — Perdas de massas referentes aos processos de pré-tratamento...........c.ccceeueneee. 46

Tabela 6 — Teor de celulose e analise estatistica dos resultados............cccocevvevieniniinininnnns 47
Tabela 7 — Teor de hemicelulose e anélise estatistica dos resultados.............c.ccocvvevrivrnnnns 47
Tabela 8 — Teor de lignina e analise estatistica dos resultados.............ccccvevveverereieseieenn. 47
Tabela 9 — Teor de cinzas e andlise estatistica dos resultados...........c.ccceevrierennicncieiennenn 48
Tabela 10 — Teor de extrativos e analise estatistica dos resultados.............cccovveveiiirienns 48

Tabela 11 — Comparagdo dos componentes vegetais da biomassa sem pré-tratamento e das
DIOMASSAS Pre-TrAtAdAS. ... ... eiveeveeiecie ettt et saeenas 49

Tabela 12 — Resultados da analise de TG-DTA do aguapé pré-tratado com (a) acido
sulfurico; (b) acido acético; (c) peroxido de hidrogénio; (d) agua e (e) controle — aguapé
sem pré-tratamento de SegUNAa GEIACAD. ........ccveiieiieieeie e 51

Tabela 13 — indice de cristalinidade do aguapé pré-tratado calculado pela Equacéo 8.....54

Tabela 14.1 — Quantidade de biomassa de aguapé utilizada em cada biorreator................ 57
Tabela 14.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 14.1..........ccccooeviiiiiniinicneneenees 58
Tabela 15.1 — Volume de etanol produzido nos processos separados e simultaneos.......... 59
Tabela 15.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 15.1..........ccccooeiiiiiniinieneneciens 60
Tabela 16.1 — Rendimento em mL/g e g/g da producéo de etanol 2G...........ccccovveeiernnnnns 63
Tabela 16.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 16.1..........cccccoovvvvrieninenineneenen, 64
Tabela 17 — Comparacéo dos resultados do rendimento com a literatura..............cccoe.vee. 66

Tabela 18.1 — Produtividade (mL/g.h) da producéo de etanol 2G.........c.cccceeovevviiervernene 67



Xl

Tabela 18.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 18.1........cccoveeeeeeeeeeeeieececeeeeeeee, 68

Tabela 19 — Rendimento da producéo etanol de diferentes matérias-primas...................... 71



1 RESUMO

A Eichhornia crassipes, conhecida popularmente como aguapé, é
uma macrofita aquatica nativa no Brasil que tem um grande poder de adaptacéo e uma taxa
de crescimento muito elevada, chegando a cobrir o leito de um rio em poucas semanas. Por
esses motivos, atualmente, esse vegetal é considerado uma praga, pois sua grande
quantidade causa danos ambientais a corpos hidricos, como a eutrofizacdo desses habitats e
no setor econdmico prejudica a navegacdo e a producdo de energia, pois se prendem aos
motores e as turbinas, respectivamente. Uma alternativa para resolver o problema do
excesso de aguapé é utilizar a sua biomassa para a producéo de etanol de segunda geracao,
uma tecnologia que utiliza a celulose dos vegetais como matéria-prima. Nesta dissertacao
foram estudadas algumas rotas de producéo, com a intencdo de encontrar uma metodologia
eficiente para a producdo de etanol 2G a partir do aguapé. Para isso foram utilizados quatro
diferentes processos quimicos de pré-tratamento, auto-hidrolise, hidrolise com peréxido de
hidrogénio, e hidrdlise com os acidos sulfurico e acético, e duas formas de hidrolise
enzimatica, simultdnea ou separada do processo de fermentacdo alcodlica. Pela
caracterizacdo quimica e pelas analises de TG-DTA, XRD e FTIR, foi possivel determinar
que a hidrolise com &cido sulfirico € o pré-tratamento mais eficiente e que 0s processos de
hidrolise enziméatica e fermentacdo alcodlica simultaneas apresentam uma maior
produtividade. Em um ano, com apenas um hectare, em corpos hidricos, de aguapé, é

possivel produzir 265 litros de etanol.

Palavras-chaves: aguapé, etanol de segunda geracéo, hidrolise.



RESEARCH OF BIOMASS OF Eichhornia crassipes (WATER HYACINTH) TO
OBTAIN SECOND-GENERATION ETHANOL AS A MITIGATION PROCESS OF
WATER POLLUTION.

Author: GIOVANA ROBERTA FRANCISCO BRONZATO
Adviser: ALCIDES LOPES LEAO
Co-Adviser: IVANA CESARINO

SUMMARY

Water hyacinth, Eichhornia crassipes, is a native macrophyte from
Brazil that has a great ability to adapt and a very high growth rate, reaching to cover the
riverbed in a few weeks. For these reasons, currently, water hyacinth is considered a pest
because its large amount causes environmental damage to the rivers and lakes, such as
eutrophication of these habitats, and economic sector, affecting navigation and energy
production because they are arrested to engines and turbines respectively. An alternative to
resolve the excess water hyacinth problem is to use its biomass to second generation
ethanol production, which technology use cellulose like feedstock. In this work were
studied some ways to optimize the production of 2G ethanol from water hyacinth. For this
were used different chemical pre-treatment processes (hydrolysis with water, peroxide,
sulfuric and acetic acids), and two way to enzymatic hydrolysis (SSF and SHF). Through
the chemical characterization and TG-DTA, XRD and FTIR analyses, was possible to
determine that sulfuric acid hydrolysis is the pretreatment more effective and that SSF has
the bigger productivity. In one year, from one hectare covered by water hyacinth, it's

possible to produce 265 liters of ethanol.

Keywords: Water hyacinth, second generation ethanol, hydrolysis



2 INTRODUCAO

A poluicdo dos rios é um grave problema socioambiental para o
Brasil, fator que acontece principalmente pela falta de saneamento basico. Poucas cidades
tém um eficiente sistema de tratamento de esgotos coletados, o que resulta em esgotos
domeésticos e industriais sem tratamento sendo lancados diretamente nos rios, e isso se
reflete em altos valores de DBO (demanda bioquimica de oxigénio), aumento da matéria
organica e baixos indices de qualidade de agua (IBGE, 2012). Esse problema ambiental
ndo é algo recente, pois em 1983, Romitelli escreveu sobre a necessidade de se remover
nutrientes de efluentes de esgotos para minimizar a polui¢do nos corpos d’agua. O método
proposto era utilizar as Eichornia crassipes, nome cientifico do aguapé, como agente
purificador desses efluentes, pois essa planta aquatica tem a capacidade de absorver uma
quantidade significativa de nutrientes, tem um crescimento rapido, pode ser facilmente
retirada das lagoas e utilizadas posteriormente para outra finalidades (ROMITELLI, 1983).

Em 1988, Azevedo Netto escreveu um artigo explicando os “novos
conceitos sobre a eutrofizagdo”, onde também relatava os problemas causados pela
presenca de nutrientes nos rios por causa do despejo de efluentes urbanos, e descrevia o
crescimento massivo de organismos indesejados como algas e plantas aquéticas, como as
macroéfitas, por causa da poluicdo. Ele ressaltou a importancia do aguapé que consegue
retirar quantidades consideraveis de fendis e metais pesados, entretanto, causa graves
problemas por ela poder aumentar de quantidade até cobrir todo o corpo hidrico, causando
prejuizos para a navegacgdo, instalacbes de bombeamento e turbinagens e criando
ambientes favoraveis para a proliferacdo de mosquitos (AZEVEDO NETTO, 1988).

Quando a Eichornia crassipes é cultivada de forma correta, ela pode ser utilizada como um



agente de despoluicado, entretanto, quando esta macrofita cresce de forma descontrolada e
sem manejo adequado, ela pode se transformar em um problema ambiental
(MANFRINATO, 1991).

Mais de 30 anos depois desses artigos serem publicados, a situacao
da poluicao nos rios brasileiros ndo foi minimizado e os problemas com a proliferacdo em
excesso do aguapé continuaram, como foi apresentado em uma reportagem do Jornal Hoje
em agosto de 2015. Na reportagem foram mostrado alguns problemas causados no rio mais

poluido do Brasil, o Tieté (IBGE, 2012), pela enorme quantidade de Eichornia crassipes

que chegou a cobrir o leito do corpo d’4gua, causando problemas na navegacdo e nas

usinas hidrelétricas (JORNAL HOJE, 2015), como apresentados na Figura 1.

| (i} LM 2 100 7 A Wl T L
Figura 1 — Problemas causados pelo excesso de Eichornia crassipes no Rio Tieté: Cobertura do leito do rio,

prejuizos paras as usinas hidrelétricas e para a navegacdo. A cor verde da gua é causada por algas.
Fonte: Reportagem do Jornal Hoje — na data de 15 de agosto de 2015



Atualmente, ha estudos de tecnologias que usam o0 conceito
“erradicacdo através da utilizacdo”, que ¢ quando ndo se consegue de nenhuma forma
controlar ou acabar com uma praga e essa passa a ser usada como matéria prima para
algum processo (PATEL; PATEL, 2015). O aguapé, por conter material lignoceluldsico
em sua composicdo, pode ser retirado dos corpos hidricos e utilizado como matéria-prima
para alguns processos, como: compostagem e fertilizag&do dos solos, componente de ragao
animal, fonte de energia — na forma de briquetes e na producao de biocombustiveis, como
o etanol 2G (REZANIA et.al, 2015).

A producdo do etanol de segunda geracdo é uma tecnologia que
permite utilizar o Eichornia crassipes como matéria-prima, possibilitando que uma grande
quantidade desta macrofita seja retirada dos rios e lagos minimizando os problemas

provocados pelo excesso da mesma (DAS et al., 2016).

2.1 Biocombustiveis

O etanol é o combustivel renovavel mais utilizado no setor
automobilistico, sendo o Brasil e os Estados Unidos as principais poténcias em producéo
desse biocombustivel. O primeiro utiliza a cana de aglicar como matéria prima e o segundo
o milho, portanto, ambos utilizam &reas de plantacdo de alimentos para a producdo de
energia. Atualmente ha vérias tecnologias utilizadas para a producdo de etanol, elas sdo
separadas por geracdes conforme foram descobertas, estudadas e geraram resultados
significativos (LU; SHEAHAN; FU, 2011; PACHECO, 2011; BRASIL, 2016):

e Etanol de 12 Geracgdo: produzido por meio do processamento direto da matéria
prima - sacarose ou amido.

e Etanol de 2% Geracdo: € utilizada a biomassa lignocelulésica e para a producédo é
necessario a conversao, por meio quimico ou biolégico, da celulose em glicose;

e Etanol de 32 Geragdo: produzido por meio de algas, que armazenam amido.

e FEtanol de 42 Geragdo: utilizacgdo de bioengenharia em organismos

fotossintetizantes.

Todas essas geragdes de tecnologia necessitam de mais pesquisas,

inovagdes e investimentos. No caso do etanol de 12 Geragdo o processo de producdo ja é



bem conhecido, entretanto ha espaco para crescimento e reducdo de custos. Atualmente ha
pesquisas para desenvolver melhores, mais produtivas e resistentes variaveis de cana e com
selecdo de linhagens de leveduras que aumentem o rendimento da fermentagdo, como o
aumento da tolerancia do microrganismo ao alcool. No etanol 2G €é necessario estudos na
parte de pré-tratamento do material lignoceluldsico, reduzindo custos e diminuindo a
utilizacdo de produtos quimicos, e da hidrdlise enzimética, principalmente para poder
aproveitar a hemicelulose e assim aumentar o rendimento do processo (PACHECO, 2011).

O etanol 3G ja é estudado em muitos paises. No Brasil, a Embrapa
comecgou as pesquisas em 2012. A principal vantagem em comparacdo aos outros dois €
que elas sdo cultivadas em terras ndo agricultdveis; ndo € necessario que a agua seja
potavel, pode ser salgada ou salobra; e conseguem capturar eficientes quantidades de gas
carbénico. Atualmente, o grande impasse para a producdo desse e do biodiesel por meio
das microalgas € o econdmico, entretanto, em alguns lugares ha consideravel investimento
de cultivos em larga escala para biorrefinarias que produzem vérios bioprodutos a partir da
biomassa de algas (BRASIL, 2016).

A quarta geracdo de biocombustiveis ainda estd em fase de
pesquisa e desenvolvimento e a sua escala é laboratorial. Essa geracdo estuda melhorias
por meio de engenharia genética, trabalhando com o genoma das células de organismos
que fazem fotossintese, como algumas algas e os vegetais, com o objetivo de que o0s
organismos consumam uma maior quantidade de CO,, no processo de fotossintese,
produzindo uma quantidade maior de glicose e gerando, assim, um maior volume de
biocombustiveis (LU; SHEAHAN; FU, 2011).

Com relacéo a producéo de etanol 1G e 2G h& uma projecdo que o
custo ird diminuir até 2030. Os responsaveis por essa diminuicdo no etanol 1G sdo:
reducdo do preco da matéria-prima, aumento do teor de acUcar, utilizacdo da palhada e uso
do sorgo sacarino. Para o etanol 2G os itens que atuam sobre o custo sdo: a redugédo do
custo da materia-prima, o aumento da eficiéncia na industria e um avango no processo
industrial (JONKER et al., 2015).

O Brasil tem potencial para aumentar ainda mais a producdo deste
combustivel renovavel no futuro, com ajuda de novas tecnologias, que proporcionam uma

expansdo do cultivo por area, uma melhoria do rendimento agricola e nas usinas e a



introducdo de novas vias de processamento industrial para os processos de primeira e a
segunda geracgéo do etanol (JONKER et al., 2015).

2.2 Etanol de Segunda Geracéao

No Brasil ha duas principais formas de producdo de combustiveis
para automoveis, refinamento do petréleo e destilacdo de caldo de cana fermentado. Para a
producdo da gasolina e do dleo diesel, hidrocarbonetos que, ao serem queimados, liberam
gas carbobnico, o petrdleo é submetido a uma sequéncia de processos. Destilacdo, para que
sejam separados 0s compostos, dependendo das faixas de ebulicdo de cada fragéo;
processo de conversdo, etapa de natureza quimica, que visa transformar uma fragdo em
outra, ou alterar a constituicdo molecular de uma dada fracdo para melhorar a sua
qualidade, um destes processos de conversdo é denominado de craquamento catalitico, pois
ocorre na presenca de um catalisador; a ultima etapa é conhecida como processos de
tratamento, que tem por finalidade eliminar as impurezas presentes nas fragdes para que 0
produto acabado tenha estabilidade quimica, estes procedimentos podem ser classificados
em convencionais, aplicados as fracoes leves, e hidroprocessamento, utilizado nas fracGes
médias e pesadas (PETROBRAS, 2002; UNICA, 2007; OLIVEIRA, 2012).

A cana-de-agUcar é utilizada como matéria prima para a producgéo
do alcool combustivel, o etanol. Esse vegetal € moido para a obtencdo de um caldo que
sera fermentado e, posteriormente, destilado. O etanol é também classificado como um
biocombustivel, pois além de utilizar uma matéria-prima renovavel, a mesma consome gas
carbonico durante a fotossintese, balanceando com a liberacdo de CO, pela queima do
combustivel (PETROBRAS, 2002; UNICA, 2007; OLIVEIRA, 2012). O etanol também
pode ser obtido a partir de amido; normalmente, o milho é utilizado, mas também podem
ser usados outros grdos, ou tubérculos, como a beterraba. Esse tipo de processo €
dominado pelos EUA, seguido por outros paises como China, Canadd, Fran¢a, Alemanha e
Suécia (LENNARTSSON; ERLANDSSON; TAHERZADEH, 2014).

Comparando as duas tecnologias para a produgdo do etanol, a
brasileira, que utiliza a cana-de-agUcar € mais simples que a utilizada pelos EUA, que usam
0 milho como matéria prima. Na metodologia que utiliza 0 amido como fonte de glicose, o

milho precisa ser moido e, subsequentemente, é realizada a liquefacdo do amido, que é



acompanhada pelo processo de sacarificacdo, ou de hidrolise. Esse processo tem a intengéo
de liberar o acglcar. Essa solugdo é fermentada por leveduras, e depois destilada.
(LENNARTSSON; ERLANDSSON; TAHERZADEH, 2014).

A cana-de-acucar ¢ uma planta fina, de formato cilindrico, que
possui folhas grandes. Apos a planta ser colhida, de forma manual ou automatizada, e
processada nas moendas, ha producdo de subprodutos: a palha e o bagaco, que podem ser
utilizados para a co-geracéo de energia, sendo queimadas nas caldeiras. Atualmente, uma
parte desses materiais pode ser utilizada como matéria prima para a producdo de etanol de
segunda geracdo (OLIVEIRA, 2012). A Figura 2 representa um esquema da producéo de
etanol de 1% e 22 geragéo.

Para a producdo de etanol de segunda geracdo podem ser utilizados
diferentes tipos de material lignocelulésico como substrato, porém o processo ainda
encontra-se limitado por desafios econémicos, principalmente pelo custo das enzimas
utilizadas na produgdo do biocombustivel (LENNARTSSON; ERLANDSSON;
TAHERZADEH, 2014). Alguns exemplos de biomassa lignoceluldsica usadas na
producdo de etanol de segunda geracdo sdo colza (canola), palha de milho e de trigo,
cavaco de pinho, capim elefante, entre outras (SANTOS et al., 2012; COTANA et al.,
2014; LENNARTSSON; ERLANDSSON; TAHERZADEH, 2014; LOPEZ-LINARES et
al., 2014).



Producao de Etanol — 12 e 22 Geracao

FERMENTAGCAO
DO CALDO
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Saida
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Legenda:
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Figura 2 — Esquema da producéo de Etanol de 1° e 2° Geragdo. O retangulo e as setas vermelhas indicam o
processo para a producdo do etanol de primeira geracdo — moagem da cana, fermentacdo do caldo e
destilacdo do mosto fermentado. O retdngulo e as setas azuis indicam a producdo de etanol de segunda
geracao, que pode ser dividido em cinco etapas: moagem da biomassa, pré-tratamento da biomassa, hidrolise

enzimatica, fermentagéo do caldo e destilagdo do mosto fermentado.
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2012

Na tecnologia para a producdo de etanol de segunda geracdo ha
duas principais etapas: o pré-tratamento da biomassa e a hidrélise enzimética. O processo
de pré-tratamento tem o objetivo de preparar a biomassa para a etapa de hidrolise
enzimatica, expandindo as suas fibras e rompendo e solubilizando os componentes do
complexo lignina-hemicelulose-celulose que possam atrapalhar a atuagdo das enzimas nas
fibras. A etapa da hidrolise enzimatica é responsavel por hidrolisar a celulose em glicose,
para que possa ocorrer a fermentacdo na etapa posterior. Para a producdo de etanol 2G um
desafio é determinar qual o melhor pré-tratamento, em eficiéncia e custo, para matérias-

primas variadas, pois cada uma tem diferentes porcentagens de lignina, celulose e
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hemicelulose em suas estruturas (SUN; CHENG, 2002; PACHECO, 2011; COTANA et
al., 2014).

2.2.1 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica é o recurso biologico renovavel mais
abundante da terra. Ela é formada por lignina, hemicelulose e celulose, esses trés
componentes fazem parte da parede celular das plantas, conforme apresentado na Figura 3.
As fibras vegetais sdo constituidas por fibrilas de celulose mantidas coesas por uma matriz
formada por lignina e hemicelulose, que tem as fun¢Ges de barreira natural contra a

degradacdo microbiana e de protecdo mecéanica (SILVA et al., 2009).

Microscopia cletronica (MEV)
de uma fibra vegetal
S S
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Parede Secundaria
S3
*arede Secundaria
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Microfibrilas de
celulose cristalina
organizadas emg

um arranjo cspiral v - _
' Parede Secundaria
Regides amorfas, / =3 P jo Primdriz
principalmente arcde Primaria
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Figura 3 — Material lignocelulésico em uma célula vegetal. A disposi¢do concéntrica das camadas da parede
celular vegetal é causada pelas diferengas na composicéo quimica e pela diferentes orientagdes dos elementos
estruturais. Os componentes podem ser subdivididos em duas categorias: estrutural — a celulose; e sub-
estrutural — polioses e lignina. Quando a lignina e a poliose sdo removidas é possivel ver as celuloses,

também chamada de fibra (FENGEL, 1989).
Fonte: (SILVA et al., 2009)
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A composi¢do quimica da madeira € distribuida entre macro e
micromoléculas. As macromoléculas sdo a celulose, poliose (hemicelulose) e lignina, e
estdo presentes em todas as madeiras. As micromoléculas, que sdo encontradas em
menores quantidades, sao 0s extrativos e minerais. As propor¢des e a composi¢do quimica
da lignina e das polioses variam dependendo do tipo da madeira, entretanto a celulose é um
componente uniforme em todos os vegetais (FENGEL, 1989). Um esquema geral dos

componentes quimicos dos vegetais é apresentado na Figura 4.

Vegetal
|
[ |
Substancias Substancias
micromoleculares macromoleculares
I I
| | | |
Material Material . . _—
organico inorganico Polissacarideos Lignina
|
[ |

Extrativos Cinzas Celulose Polioses

Figura 4 — Esquema geral dos componentes quimicos de um vegetal.
Fonte: Adaptado de FENGEL (1989)

2.2.2 Celulose

Esse componente estrutural € um biopolimero formado por muitas
unidades repetidas de celobiose, e esta é composta por duas moléculas de glicoses ligadas
por ligagdes P-1,4-glicosidicas. As glicoses contém grupos hidroxilas que estabelecem
interacbes do tipo ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares. Essas ligacGes de

hidrogénio permitem que a celulose tenha uma estrutura cristalina que a torna insolGvel em
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agua e na maioria dos solventes (FENGEL, 1989). A Figura 5 mostra representacfes da
celulose.

Feixes de moléculas desse biopolimero se agregam na forma de
microfibrilas, que sdo compostas por regifes altamente ordenadas (cristalinas), alternadas
com regides amorfas, que sdo menos ordenadas. As microfibrilas compdem as fibrilas e
estas formam as fibras celulésicas, ou seja, as fibras de celulose s&o formadas por vérias
moléculas de celulose. Estas moléculas de celulose variam em tamanho entre si (KLOCK
et al., 2005).

Ligacdo de Hidrogénio:
Intramolecular:
Intermolecular:

~OH

Figura 5 — Representacdes da celulose. a- Uma parte da celulose, destacando uma molécula de celobiose. b-
Uma parte da molécula de celulose, destacando as ligagbes de hidrogénio: \indica uma ligacdo

intramolecular ¢~ ====ndica uma ligacdo intermolecular.
Fonte: a — Adaptado de FENGEL (1989); b — Adaptado de SANTOS (2012)
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O comprimento da cadeia é expresso em grau de polimerizacdo (GP) — é a massa
molecular da celulose dividida pela massa molecular de uma unidade glicosidica. O GP da
celulose varia de 1000 a 15000. Esse valor pode variar dependendo da metodologia para a
determinacédo do GP, da origem da celulose e também da degradacdo da amostra (KLOCK
et al., 2005).

A nomenclatura da celulose pode variar dependendo da origem e
das caracteristicas da mesma. A celulose nativa é chamada de celulose tipo I, por causa da
sua estrutura cristalina e tem um GP no intervalo de 3500 a 12000. Tratamentos quimicos
afetam as propriedades da celulose e produzem os outros tipos de celulose que diferem
entre si no grau de cristalinidade: celulose I, celulose Ill, celulose IV e celulose V.
(FENGEL, 1989; KLOCK et al., 2005).

Conforme a solubilidade da celulose a sua homenclatura também
muda. Quando isolada, por meio de algum método quimico, é chamada de alfa-celulose.
Entretanto, nenhuma metodologia permite que seja obtido esse componente vegetal em sua
forma pura e a alfa-celulose € insolivel em meio alcalino. A beta-celulose € a por¢do da
celulose soltvel em uma solucdo alcalina, porém ela precipita quando a solucdo é
neutralizada. A parte da celulose que continua soltvel na solugdo neutralizada é a gama-
celulose (FENGEL, 1989).

2.2.3 Hemicelulose

A hemicelulose, ou poliose, é um heteropolissacarideo complexo
compostos por varios agucares de baixa massa molecular, como: xilose, arabinose,
glucomanose, manose, glicose, acido glucourdnico, entre outros. A Figura 6 apresenta
alguns acucares presentes na hemicelulose. As proporcdes desses agucares variam
dependendo da espécie do vegetal. As polioses sdo diferentes da celulose pois além de
serem compostas de varias unidades de acucar, elas tem cadeias moleculares mais curtas,
um alto grau de ramificacdo em sua cadeia e apresentam um grau de polimerizacdo menor
(FENGEL, 1989; KLOCK et al., 2005; SILVA et al., 2009).

As polioses ndo apresentam regides cristalinas, tendo uma
caracteristica amorfa, por esse motivo reagem mais facilmente que a celulose com

substancias quimicas e elas sdo hidrofilicas (KLOCK et al., 2005).
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Figura 6 — Polissacarideos encontrados na hemicelulose
Fonte: Adaptada de FENGEL (1989)

2.2.4 Lignina

Na madeira livre de extrativos, as ligninas representam a fracéo
ndo-carboidrato. Elas sdo um heteropolimero amorfo, compostas por trés diferentes
unidades de fenilpropanos: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico. Sua
composicdo pode variar conforme a origem e a espécie do vegetal, por isso sdo
extremamente complexas e de dificil caracterizacdo. N&o é possivel remover da estrutura
do vegetal esse componente sem uma consideravel degradacdo. A lignina é ligada
quimicamente as polioses (KLOCK et al., 2005; SILVA et al., 2009; SANTOS et al.,
2012). Na Figura 7 € mostrada uma possivel molécula de lignina e seus precursores
primarios.

Em comparacdo com a celulose, além da diferenca na sua
composicao, a lignina ndo é encontrada em todas as plantas, sendo formada apenas em
plantas vasculares que desenvolvem tecidos com as funcbes de transporte de solugdes

aquosas e suporte mecanico. Assim, a lignina funciona como um elemento estrutural, de
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suporte das plantas, como um agente enrijecedor no interior das fibras. Esse polimero tem
um baixo grau de polimerizagéo, na faixa de 5 a 60 (KLOCK et al., 2005).

a
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Figura 7 — Representacdes da lignina. a- Precursores primarios da lignina. b- Molécula de lignina de uma
conifera, simulacdo de possiveis ligacdes e da estrutura.
Fonte: Adaptado de FENGEL (1989)
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2.2.5 Pré-tratamento da Biomassa

Para a producdo do etanol de segunda geracdo é necessario que a
celulose esteja livre para a enzima poder quebra-la em glicose, por isso é necessario um
tratamento nas fibras que separe a hemicelulose e a lignina do biopolimero principal. A

Figura 4 esquematiza esse processo.

Lignina
/ /_ Celulose

o =N\ o
Pré-tratamento /. (.. '/ ?I (. \..Ji
= /\) & [ K __,(. ]

~2 .

Figura 8 — Pré-tratamento da biomassa
Fonte: (SANTOS et al., 2012)

O método utilizado no pré-tratamento depende de cada biomassa e
das propor¢des do complexo lignina-celulose-hemicelulose, por isso ha varios métodos
possiveis que podem ser classificados em: fisicos, quimicos, biolégicos ou ainda uma
combinacdo entre eles (SANTOS et al., 2012). A Tabela 1 apresenta alguns pré-
tratamentos, suas caracteristicas, vantagens e desvantagens. Para um pré-tratamento ser
eficaz e economicamente viavel ele precisa: produzir fibras de celulose para o ataque
enzimético; evitar a destruicdo da hemicelulose e da celulose; evitar a formagdo de
possiveis inibidores de enzimas hidroliticas e microrganismos fermentadores; minimizar o
gasto de energia; diminuir o custo do processo de reducdo de tamanho da matéria prima;
produzir poucos residuos; consumir pouco ou nenhum insumo quimico e utilizar pouca
quantidade de agua (TAHERZADEH; KARIMI, 2008)
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Tabela 1 — Caracteristicas de algumas categorias de pré-tratamentos: fisico, quimico, biolégico e combinado.

Pré- Caracteristicas composicionais Vantagens Desvantagens
tratamentos
Celulose Hemicelulose Lignina
Intensiva
. diminuicdo x
.. Moinho de ¢ . N Reducéo de Alto consumo
Fisico do grau da Né&o remove Né&o remove S .
bolas S cristalinidade de energia
cristalini-
dade
Dificil
Pouca Pouca remocéo, Condigdes recuperacao
Acido L 80-100% de mas ocorre médias, alta do &cido,
Lo despolimeri- ~ M .
diluido 2acio remogao mudanca da producdo de Ccorrosivo e
¢ estrutura xilose relativamente
custoso
P L Reagente de
Quimico S « N Consideravel . ) 9
Hidroxido Inchacéo Consideravel I Remocéo efetiva alto custo,
- R - solubilizacéo, i .
de sédio significativa solubilidade S50% de ésteres recuperacéo
0 .
alcalina
. I e Alta producdo de  Recuperagdo
Organo- Considera- Solubilizacdo Solubilizag¢do . P g_ herag
. . xilose, efetiva de solvente,
solv vel inchacdo  quase completa  quase completa L
deslignificacdo alto custo
. 20-30%de  Acimade 80%  Aproximadamen- B_alxo Perda de
L Micro S requerimento de celulose,
Bioldgico . despolimeri- de te 40% de . . .
biolégico N o L energia, efetiva baixa taxa de
zacdo solubilizacéo deslignificacdo Do -
deslignificacdo hidrélise
Pouca remocéo L Degradacéo
~ Pouca 640, Energia eficiente, g . ¢
. Explosédo . 80-100% de mas ocorre da xilana
Combinado despolime- x nenhum custo de
a vapor NI remogao mudanga da . como produto
rizacdo reciclagem S
estrutura inibitdrio

Fonte: Adaptado de (SANTOS et al., 2012)

2.2.6 — Pré-tratamento Fisico

Este pré-tratamento utiliza métodos fisicos para diminuir o grau de

cristalinidade e de polimerizacdo da celulose, aumentando a area de superficie acessivel a

esse polimero. Para a realizacdo deste pre-tratamento podem ser utilizados varios métodos

como a moagem e a irradiacdo. Para a moagem podem ser utilizados moinhos de bola, de

martelo, de dois rolos e de facas. E para a irradiacdo tem-se raios gama, feixes de elétrons

ou micro-ondas. Nestes processos ndo ha remogéo da lignina e da celulose. Para esse pré-



18

tratamento, normalmente ha um alto consumo de energia (SANTOS et al.,, 2012;
TAHERZADEH; KARIMI, 2008).

2.2.7 — Pré-tratamento Quimico

Para este pré-tratamento é utilizada uma substancia quimica para a
abertura da fibra e para solubilizar a hemicelulose e a lignina. Cada substancia quimica
reage de uma forma diferente com a biomassa, entretanto em quase todos os casos ha a
necessidade de se recuperar o reagente (SANTOS et al., 2012). No pre-tratamento alcalino
podem ser utilizados solucdes basicas como hidroxido de sodio, hidroxido de célcio,
amoOnia, entre outras, para a remoc¢éo da lignina e de parte da hemicelulose, aumentando a
acessibilidade da enzima a celulose. Podem ser realizados a baixas temperaturas, mas com
longo periodo de tempo e elevada concentracdo da solucdo alcalina. Esse tratamento
consegue romper ligacOes ésteres entre o complexo lignina-hemicelulose-celulose
(TAHERZADEH; KARIMI, 2008; SANTOS et al., 2012).

Solugbes de peroxido de hidrogénio conseguem deslignificar a
biomassa lignoceluldsica por meio da oxidacdo da lignina por ions, como o anion
hidroperdxido e em hidroxila e superoxido, que sdo formados com a decomposi¢cdo do
peroxido. Esse mecanismo também consegue degradar a hemicelulose, entretanto, para o
processo ser eficiente, 0 meio reacionario necessita ser alcalino (GOULD, 1985).

O pré-tratamento acido utiliza solugbes como acido acético, acido
cloridrico, acido nitrico, entre outros, como reagente para a hidrdlise da biomassa, sendo o
acido sulfarico o mais utilizado. O acido reage com a celulose desfazendo a estrutura
cristalina, fazendo com que a celulose passe ao estado amorfo. Acidos fortes geram
melhores resultados na quebra do complexo lignocelulésico que acidos fracos, entretanto
sd0 mais toXicos e a sua recuperacdo é mais complexa. Ha duas formas de realizar esse
tratamento: pre-tratamento com acido concentrado (temperatura baixa e alta concentragéo
do &cido); e pré-tratamento com acido diluido (alta temperatura e baixa concentracdo do
acido) (TAHERZADEH; KARIMI, 2008; SATYANAGALAK SHMI et al., 2011)
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2.2.8 Pré-tratamento Bioldgico

Nesta forma de pré-tratamento ndo ha utilizacdo de substéncias
quimicas; ao invés, é utilizado um microrganismo, como fungos, ou enzimas para
degradar a matéria lignoceluldsica. As enzimas mais utilizadas sdo as celulases, que sao
complexos capazes de hidrolisar material celulosico. Para essa metodologia € necessario
um alto controle das variaveis, como pH e temperatura, entretanto em compara¢do com a
hidrolise quimica essa ocorre em condi¢fes mais brandas de pressdo e temperatura. Outra
vantagem € o alto grau de especificidade na degradacdo o que elimina a producdo de
substancias toxicas para a posterior fermentacdo. Entretanto, essas tecnologias, como a
producdo de enzimas e 0 uso delas na produgdo de etanol, ainda estdo em
desenvolvimento. Atualmente o custo de um complexo enzimatico é muito alto, o que
torna a utilizacdo dele na producdo de etanol lignocelulésico inviavel economicamente
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

2.2.9 Pré-tratamento Combinado

A explosao a vapor é um processo de pré-tratamento combinado,
pois atua tanto fisica como quimicamente na estrutura do material lignoceluldsico. O
processo é baseado no contato direto da biomassa com o vapor saturado a alta pressdo por
um tempo determinado, em um ambiente fechado, como um reator, seguido de uma
descompressao rapida a condicdo atmosférica, o que caracteriza a explosdo. Durante o
processo, as ligacGes quimicas que mantém a lignina, hemicelulose e celulose fortemente
associadas sdo em partes quebradas, assim, no momento que ha a explosdo o material é
desfibrado com facilidade e as particulas sdo reduzidas de tamanho, resultando num
aumento da area superficial de contato e diminuindo a resisténcia da parede celular a
sacarificacdo. Quando esse processo € realizado apenas com agua e biomassa, ele &
denominado de auto-hidrdlise. A exploséo a vapor também pode ser utilizada em conjunto
com o pré-tratamento acido ou alcalino (PITARELO et al., 2012).

Na auto-hidrélise, a eficacia do pré-tratamento depende
principalmente de trés fatores: temperatura, tempo de resisténcia e teor de umidade da
biomassa. Para maiores valores de sacarificagcdo da celulose, normalmente, séo utilizados

processos drasticos, com temperatura e tempo elevado, entretanto, isso causa uma grande
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decomposicéo da celulose e da hemicelulose e ha condensacgéo da lignina o que promove o

acumulo de inibidores no meio de reagdo (PITARELO et al., 2012).
2.2.10 Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica é o processo bioquimico que degrada a
celulose, hidrolisada na etapa de pré-tratamento, em glicose que serd fermentada pelas
leveduras. Esse processo € realizado por um complexo enzimatico: a celulase. A Figura 9
representa um esquema da atuacao dessas enzimas.

A celulase é constituida por trés enzimas que atuam
sinergicamente, sendo o produto de uma o substrato da outra:

e Endo-1,4-B-D-glucanase ou endoglucanase: € responsavel pela quebra das ligacdes
glicosidicas das cadeias de celulose criando novos terminais;

e EXx0-1,4-B-D-glucanase ou celobio-hidrolase: essa enzima atua nos terminais
produzindo a celubiose;

e 1,4-B-D-glucosidades: ela termina o processo, hidrolisando a celubiose em glicose
(OGEDA,; PETRI, 2010).

Endoglucanase

AL AL O AL OO ON N cadelas de celulose

/
NN OO ON N cadelas menores de celulose

\ 4

Exoglucanase y

KD OO OO OO OO Fragmentos de celobiose

\ 4

R-Glicosidase 1

<> XD Glicose

Figura 9 — Atuacéo do complexo enzimético: celulase
Fonte: (ZANCHETTA, 2013)

Enzimas sdo altamente especificas e necessitam de caracteristicas
bem controladas para conseguirem o melhor desempenho. Geralmente, o pH 6timo para a

atuacdo da celulase é na faixa de 3,5 — 5,0 e a temperatura 6tima € em torno de 40°C
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(CASTRO; PEREIRA, 2010). Um problema desse complexo enzimatico é a formacao de
compostos inibidores, pois a celulase é inibida na presenca de celubiose e de glicose (SUN;
CHENG, 2002).

2.2.11 Fermentacéo Alcodlica

Fermentacdo alcoodlica é um fendmeno bioquimico realizado por
alguns microrganismos como a Saccharomyces cerevisiae, uma levedura que, em
condicdes anaerobicas, metaboliza a glicose em etanol e gas carbdnico para obtencao de
energia (ATP). A Figura 10 mostra um esquema desse processo. De uma forma geral, por
meio de reagdes catalisadas por enzimas a molécula de glicose é degradada em duas
moléculas de piruvato, e essa molécula é convertida em etanol e gas carbénico (NELSON;
COX, 2002). Os parametros 6timos para a levedura apresentar o seu melhor desempenho é
a temperatura, no intervalo de 28°C a 35°C, e o pH entre 3,5 e 6,0 (BAYRAKCI; KOCAR,
2014).

CeHn0g > 200, + 2CH.0+ ENERGIA

licose i
: gds carbonico etanol

Figura 10 — Esquema da fermentag&o alcodlica

O substrato utilizado na fermentacdo para producgéo de etanol 2G é
a glicose hidrolisada pelas enzimas do complexo celulase. Ha duas maneiras de se realizar
esse processo A primeira € 0 método mais antigo, onde é feito primeiro a hidrélise
enzimatica e depois a fermentacdo alcoodlica. A segunda maneira € com 0s dois processos
ocorrendo simultaneamente no mesmo biorreator (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).
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No método chamado de hidrolise e fermentacdo separadas (SHF)
0s processos sdo feitos de forma sequencial: primeiro a hidrélise enzimatica e depois a
fermentagdo alcodlica. A principal vantagem desse processo é que as etapas serdo
conduzidas em suas condic@es 6timas (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

No processo conhecido como hidrolise e fermentacdo simultaneas
(SSF) a hidrolise enzimética e a fermentacdo alcodlica acontecem no mesmo biorreator, ou
seja, simultaneamente. Essa € uma metodologia utilizada para diminuir o problema da
inibicdo da celulase, pois os agucares sao consumidos antes de acumularem no biorreator.
Os parametros utilizados nessa metodologia séo intermediarios entre os parametros 6timos
da enzima e da levedura, por isso a temperatura utilizada é aproximadamente 38°C (SUN;
CHENG, 2002).

Em comparacdo com a hidrolise e fermentacdo separada a
simultanea tem as seguintes vantagens:

e Aumento da taxa da hidrdlise enzimatica;
e Menor utilizagio de enzima;

e Maior rendimento do produto;

e Menor necessidade de condicdes estéril;
e Menor tempo de processo;

e Necessidade de apenas um reator.

Entretanto, nesse processo o etanol pode causar uma inibi¢cdo na
celulase (SUN; CHENG, 2002).

2.3 Futuro da Tecnologia de Produgéo do Etanol

Atualmente, com varios problemas como as mudancas climaticas, a
competicdo do solo para outras culturas, a necessidade de utilizar solos menos férteis ou
degradados, o Brasil precisa promover um crescimento adequado da producdo de cana de
acucar para poder atender a necessidade do mercado interno e externo que estdo em
continua expansdo. A producdo da cana no pais comegou em direcdo as regifes mais
propicias climaticamente a sua adaptacdo. Entretanto, hoje essa expansdo passou para
regibes com climas ndo tdo favoraveis para o crescimento dessa planta, portanto sao
necessarios esforgos tecnologicos para se desenvolver variedades que se adaptem ao solo e
as novas condicBes climaticas. O setor sucroalcooleiro brasileiro possui grandes

instituicOes de pesquisas que foram e sdo responsaveis pelos principais avangos no
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desenvolvimento de variedades, inovacdo e desenvolvimento no setor: Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergetico (RIDESA). As novas variedades devem ser
mais produtivas, ser mais resistentes a pragas, consumir menos insumos e ser mais
adaptadas ao ciclo sazonal e suportar a mecanizacdo. Em 30 anos, o melhoramento
genético de cana de aglcar no Brasil aumentou 30%, 0 que em compara¢do com outras
culturas, mostra ser essa porcentagem modesta (CARVALHO; FURTADO, 2013).

As enzimas sS40 uma importante area de pesquisa para 0
melhoramento da eficiéncia e reducdo do custo da producdo de etanol. Atualmente, elas
sdo empregadas na fabricacdo do etanol de milho, para extrair os aglcares dos amidos, e no
processo de hidrélise enzimatica da biomassa lignocelulésica. No primeiro caso a biomassa
onde a enzima ira atuar pode ser dissolvida em agua, formando uma solu¢do na qual essas
proteinas especificas agem facilmente. No segundo, as matérias primas para a producéo do
etanol de segunda geracdo sdo solidas e ndo sollveis em &gua, portanto as enzimas
precisam atuar em uma interacdo entre sélido e liquido, e isso torna o processo mais
complexo (EMBRAPA, 2014).

Ha vérias etapas quando se pesquisa enzimas e 0 processo pode
levar muitos anos até ela ser um produto comercial. De modo simplificado o primeiro
passo é identificar o potencial de um grupo de enzimas; o segundo é fazer com que um
unico microrganismo produza todas as enzimas com a maior eficiéncia possivel; e por
ultimo, conseguir a mesma eficiéncia em escala industrial. Todos esses fatores fazem com
que o preco das enzimas seja alto, o que encarece a produgdo do etanol 2G.
Aparentemente, o desenvolvimento tecnoldgico ja conseguiu reduzir 0 custo em
aproximadamente 15% em comparacdo com o inicio dos anos 2000. E isso reflete nas
instalacBes de plantas industriais para a producdo do etanol lignocelulésico (EMBRAPA,
2014).

Uma forma de tentar baratear o custo das enzimas para 0 processo é
a reutilizagcdo das mesmas, e com isso abre-se uma nova linha de pesquisa: a imobilizagédo
das enzimas. Em seu formato original as enzimas sdo sollveis em agua e descartadas com
ela no fim do processo. Essa nova técnica permite acoplar a enzima a uma molécula que
possa ser retida por meio de uma filtracdo, ou por meio de outro método de separacdo,

antes do descarte dos efluentes. Entretanto, o processo para imobilizar a enzima também
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tem um custo, por isso € necessario mais pesquisas para torna-lo economicamente viavel
(EMBRAPA, 2014).

Uma outra linha de pesquisa é a producdo de enzimas para a
degradacdo da hemicelulose em aclcares fermentesciveis. Ha estudos que propdem uma
hidrolise utilizando a xilana como mateéria-prima, que é convertida em xilose e depois em
xilulose, e esta molécula é fermentada no tanque junto com a glicose. Esse processo visa
aumentar a quantidade de agUcares obtidos da biomassa disponivel para a fermentacdo
(EMBRAPA, 2014).

Ha estudos que propdem o uso de outras matérias-primas, aléem da
cana-de-acuUcar, para a producéo de etanol devido ao potencial de rendimento, composicéo,
e tolerancia as condicdes climaticas dessas plantas. A producdo de etanol 2G ¢é a que mais
permite a utilizacdo de outras fontes de biomassa, como a cana-energia (ou cana-fibra) que
é uma cana de agucar modificada geneticamente com o intuito de produzir mais fibra que
sacarose, sorgo sacarino, capim elefante e eucalipto (JONKER et al., 2015; BRESSIANI,
2016).

Outra possibilidade € a utilizacdo de biomassas ndo usuais para a
producdo de etanol 2G, como o aguapé. Como essa planta é considerada uma praga
aquatica, a utilizacdo dela como matéria prima para a producéo de etanol ndo é apenas uma
opcédo para aumentar o volume de producdo deste biocombustivel, mas sim uma forma de
resolver um problema de ordem ambiental e econdmica. Além disso, pesquisas com
biomassas alternativas podem ajudar a diminuir o custo da producdo do etanol

lignocelulésico e explorar a viabilidade em escala comercial (PATEL; PATEL, 2015).

2.4 Eichornia crassipes — Aguapé

A Eichornia crassipes no Brasil é chamada popularmente de
aguapé ou jacinto d’agua (AZEVEDO NETTO, 1988). Esta macrofita aquatica € uma
monocotileddnea de agua doce pertencente a familia das Ponteriaceae e € um vegetal
nativo do Brasil e da regido equatorial. Ela ¢é utilizada como flor ornamental, encontrada
em lagos e aquarios, pois tem uma flor lildas (GANGULY; CHATTERJEE; DEY, 2012).
Essa macrofita aquatica tem aproximadamente de 30 a 40 cm de comprimento, com folhas
arredondadas e com raizes adventicias longas e fibrosas, € classificada como flutuante e

tem uma alta capacidade para descontaminar aguas poluidas (ROMITELLI, 1983;
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AZEVEDO NETTO, 1988; MAHMOOD et al., 2005; GONGCALVES JR.; SELZLEIN;
NACKE, 2009).

Uma caracteristica morfoldgica desta espécie € que a epiderme dela
¢ composta por uma camada de células retangulares (circular para hexagonal), que
conseguem absorver nutriente e gases diretamente da agua. A parte anatbmica mais
relevante deste vegetal é a presenca de cAmaras de ar’ e as passagens de gés nos rizomas,
folhas e raizes. Essas cAmaras sdo grandes, normalmente regulares, com uma forma de
circular para hexagonal, e proporcionam uma espécie de atmosfera interna para as plantas,
além de fazé-las flutuarem (MAHMOOD et al., 2005). Na Figura 11 ha Eichornia
crassipes nas margens do Rio Tieté e a Figura 12 tem-se uma unidade de aguapé cortado

a0 meio.

Figura 11 — Aguapé no Rio Tieté na cidade de Sdo Manuel

Fonte: Acervo pessoal Giovana Bronzato

1 @ , ~ ~ ,
Similares a um vacuolo, entretanto, ndo estdo dentro de uma célula. A estrutura formada por essas
camaras de ar é semelhante a encontrada em esponjas utilizadas para limpeza (Nota do autor).
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Camara
de ar

Figura 12 — Corte de uma unidade de aguapé. Em destaque uma camara de ar.

Fonte: Acervo pessoal Giovana Bronzato

Uma das caracteristicas da Eichornia crassipes é que ela consegue
assimilar determinadas substancias, incorporando-as a sua massa. Entretanto, essa
capacidade pode saturar e se as plantas ndo forem recolhidas essas substancias voltam para
a agua com a decomposicdo do aguapé (AZEVEDO NETTO, 1988). Por causa dessa
caracteristica, ele consegue remover metais pesados de corpos hidricos e, portanto €
utilizado para fitorremediacéo, que é o uso de sistemas vegetais e de sua microbiota para
remover, degradar ou isolar substancias toxicas do ambiente. Essa propriedade continua
mesmo quando a biomassa do aguapé € seca (GONCALVES JR; SELZLEIN; NACKE,
2009).

O aguapé, em sua constituicdo apresenta um maior teor de agua em
comparagao com a sua matéria seca: esse valor é superior a 90%. A caracterizagdo quimica
da sua biomassa seca é composta por aproximadamente de 25% de celulose, 35% de
hemicelulose, 10% de lignina, 25% de cinzas. O valor das cinzas € alto por causa da
propriedade desta planta de retirar substancias dos corpos hidricos como o0s metais pesados
(GANGULY; CHATTERIJEE; DEY, 2012; REZANIA et al., 2015; GAO et al., 2016).

A reproducdo da Eichornia crassipes acontece pelos dois métodos,
assexuada (multiplicacdo vegetativa) e sexuada (por meio de sementes), o que dificulta o



27

controle do crescimento deste vegetal (GANGULY; CHATTERJEE; DEY, 2012). A sua
taxa de crescimento tem um valor muito elevado, 220 kg/ha/dia (BAYRAKCI; KOCAR,
2014). Essa répida taxa de crescimento, junto com a capacidade de competir com outras
plantas aquaticas e sua facilidade de adaptacdo tornam o aguapé uma das plantas mais
invasivas, pois, atualmente, € possivel encontrar essa planta nos cinco continentes. Essas
caracteristicas proporcionam a esse vegetal dar origem a uma quantidade significativa de
biomassa que pode cobrir uma larga area da superficie de um corpo hidrico, causando
muitos problemas ambientais e econémicos (TELLEZ et al., 2008; PATEL; PATEL,
2015).

Essa grande quantidade de aguapé consegue esgotar o teor de
nutrientes e de oxigénio da &gua, afetando a flora e a fauna do ecossistema aquético, além
de que a alta taxa de evapotranspiracdo pode aumentar a crise de dgua do lugar onde essa
planta cresce. Como o crescimento da Eichornia crassipes € muito intenso chegando a
cobrir totalmente o leito de um rio, causa prejuizos para os setores de navegacdo, pesca e
de energia, pois as plantas atrapalham o funcionamento das turbinas nas usinas
hidrelétricas. Por causar todos esses problemas ambientais e econdmicos, 0 aguapé é
considerado uma praga aquatica (TELLEZ et al., 2008; GANGULY; CHATTERIJEE;
DEY, 2012; DAS et al., 2016). Por esses motivos € necessario a retirada, em uma
quantidade eficiente, do aguapé dos corpos hidricos. A sua biomassa pode ser utilizada
para variados fins como compostagem e fertilizacdo de solos, alimento para animais, além
de fonte de energia, na forma de briguetes, ou na producdo de biocombustiveis (REZANIA
et al., 2015). No setor de biocombustivel, essa biomassa pode ser utilizada como matéria-
prima para a producdo de etanol de segunda geracdo (ISARANKURA-NA-AYUDHYA,
TANTIMONGCOLWAT, 2007; SATYANAGALAKSHMI et al., 2011; BAYRAKCI,
KOCAR, 2014; DAS et al., 2015; PATEL; PATEL, 2015; DAS et al., 2016).

2.5 Producéo de Etanol 2G Utilizando Aguapé como Matéria Prima

A producdo de etanol 2G usando Eichornia crassipes como
matéria-prima é realizada em escala laboratorial e tem o objetivo de solucionar o problema
causado pelo excesso desse vegetal nos corpos hidricos (GANGULY; CHATTERJEE;
DEY, 2012; BAYRAKCI; KOCAR, 2014; DAS et al., 2016).
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Na etapa de pre-tratamento € utilizado um processo quimico ou um
processo combinado - quimico com explosdo a vapor. Os principais reagentes sdo acido
sulfarico, para hidrdlise acida, e hidroxido de sodio, para hidrélise alcalina. Quando
comparados, 0 processo com acido é mais eficiente. Na fase de hidrolise enzimatica e
fermentacdo alcoolica, o processo é realizado em etapas separadas, sendo a celulase o
principal complexo de enzima utilizado. Na fermentacdo alcoolica ha estudos com
Zymomonas mobilis, Pichia stipitis, Clostridium thermocellum, entretanto a
Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo mais utilizado. Os estudos séo realizados
para melhorar e otimizar as metodologias desse processo, pois essa tecnologia é recente
(SATYANAGALAKSHMI et al., 2011; GANGULY; CHATTERJEE; DEY, 2012;
BAYRAKCI; KOCAR, 2014; PATEL; PATEL, 2015; DAS et al., 2016).

Este estudo tem como finalidade pesquisar uma possivel alternativa
para minimizar os problemas causados pelo excesso de aguapé nos rios brasileiros. A
producdo de etanol 2G com esta biomassa ainda ndo foi estudada no pais, por isso é
interessante o0 desenvolvimento de uma metodologia eficaz para este processo

biotecnoldgico.
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3 OBJETIVO

Com a intencdo de minimizar os problemas causados pelo excesso
de Eichornia crassipes nos corpos hidricos brasileiros, a proposta deste trabalho é produzir
etanol de segunda geracdo com aguapé como matéria-prima. Para isso serdo pesquisados

0S seguintes itens:

¢ Rendimento dos pré-tratamentos propostos;

¢ Produtividade dos processos simultaneos e separados de hidrolise enzimatica e
fermentacao alcodlica;

e Metodologia mais eficaz.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Processamento da Eichhornia crassipes

A Eichhornia crassipes (aguapé) foi coletada de forma manual no
Rio Tieté, em S&o Manuel — SP. Os vegetais foram colhidos por meio de uma amostragem
aleatdria simples, em diferentes épocas do ano e na mesma area do rio, em uma distancia
de no maximo 2m da margem direita. As plantas de aguapé foram lavadas com agua
corrente, cortadas em pequenos pedacos que foram secos em estufa com circulacéo forgada
de ar (marca Imarvil), a 60°C durante aproximadamente 50 h. Apds a secagem, o aguapé
seco foi moido em moinho de facas (marca Marconi), tipo Willey, com peneira de 20 mesh

(0,841 mm). A biomassa em p6 foi armazenada em sacos plasticos.

4.2 Procedimentos e Parametros Utilizados na Producéo de Etanol 2G

Os procedimentos e os parametros utilizados para a realiza¢ao desse
trabalho foram escolhidos com base na literatura e em pré-testes realizados no laboratério.
As pesquisas de Ganguly; Chatterjee; Dey (2012), Bayrakci; Kocar (2014) e Das et al.
(2016) foram as principais estudadas, pois apresentaram resultados satisfatérios na
conversdo de aguapé em etanol. Com as informacdes da literatura foram realizados alguns
testes e adaptado a metodologia para as condic¢des laboratoriais.

Estes pré-testes foram realizados com o0s reagentes quimicos mais

utilizados na literatura, acido sulfurico e hidroxido de sédio. Os pré-testes foram feitos
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com diferentes concentracdes do acido (1 M, 1,3 M, 1,7 M e 3 M), varia¢des no volume da
solugéo e da quantidade de biomassa utilizada (10 % m/v; 20 % m/v e 15 % m/v), dois
valores de pressdes na autoclave (2 kgf/cm? e 2,5 kgf/cm?) e diferentes intervalos de tempo
(0,5h,1hel,5h).

Para a escolha dos reagentes quimicos usados no pré-tratamento foi
considerada a sustentabilidade do processo, ou seja, substancias que causariam menores
danos ao meio ambiente. Assim foram propostas metodologias de pré-tratamento quimicos
mais brandas que as encontradas na literatura: com acido acético, peroxido de hidrogénio e
agua. Entretanto, seria necessaria a utilizacdo de um pré-tratamento com resultados
conhecidos na literatura para se comparar com as metodologias propostas, sendo 0s
processos mais usuais 0s que utilizam acido sulfurico ou hidréxido de sodio. Pelos pré-
testes realizados, a metodologia com acido mostrou melhores resultados para a degradacéo
da fibra, nas condicdes e equipamentos laboratoriais. A concentracdo das solucdes foi
determinada com base na atuacéo do &cido sulfurico nas fibras, pois em pouca quantidade
ele ndo consegue remover uma quantidade suficiente de lignina e de hemicelulose e, em
excesso, esse acido pode degradar grande parte da celulose. Pelos testes iniciais, a
concentracdo que apresentou bons resultados foi a de 1,7 Molar.

Para os parametros utilizados na autoclave, para a hidrolise
combinada com a explosao a vapor, foi considerado que as variaveis concentracao, pressao
e tempo estdo relacionadas, de maneira que um valor alto em uma delas diminui o valor na
outra. Por exemplo: para um processo ser eficiente com uma baixa concentracdo de

reagente, € necessario uma pressao e um tempo maior no reator.
4.3 Pré-tratamento da Biomassa
A metodologia utilizada para 0s processos de pré-tratamentos do

aguapé foi desenvolvida com base nas pesquisas de Ganguly; Chatterjee; Dey, 2012,
Bayrakci; Kocar, 2014, Das et al., 2016, conforme ilustrada na Figura 13.



32

Aguapé in natura
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Figura 13- Esquema da metodologia utilizada nos processos de obtencdo de etanol de segunda geracdo a

partir do aguapé

O aguapé in natura foi submetido a quatro pré-tratamentos, com o

objetivo de avaliar a eficiéncia do processo de remocéo de hemicelulose e lignina:

e Pré-tratamento 1, utilizando &cido sulfarico (hidrdlise &cida).
e Pré-tratamento 2, utilizando acido acético (hidrolise acida).
e Pré-tratamento 3, utilizando perdxido de hidrogénio (hidrdlise com peroxido).

e Pré-tratamento 4, utilizando agua (auto-hidrélise)

As amostras de aguapé pré-tratadas foram submetidas a posterior
hidrélise enzimatica seguida de fermentacdo alcodlica. Entretanto, o aguapé in natura, ou
seja, sem pré-tratamento, também foi submetido a hidrolise enzimatica e fermentagdo
alcodlica para avaliar o rendimento de etanol de segunda geragao.

Na Tabela 2 sdo apresentados os parametros utilizados em cada

pré-tratamento. Em todos os processos, a concentragdo dos reagentes nas solucGes foi
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estabelecida em 1,7 mol/L, sempre utilizando dgua deionizada. A quantidade de biomassa
utilizada também foi estabelecida em 30 g. Todos os pré-tratamentos do aguapé foram
realizados em uma autoclave vertical (marca Phoenix-Marconi, modelo: AV-75), sob
pressdo de 2,5 kgf/cm?® por 1 hora. Apés esse periodo, a vélvula foi aberta e o vapor

bruscamente liberado, em um processo denominado de exploséo a vapor.

Tabela 2 — Parametros utilizados nos processos de pré-tratamentos.

Pré-tratamentos
Concentracdo Biomassa Volume Pressdo Tempo

e (M) © O (giom2) (@
Agua - 30 2 2,5 1
Perdxido de Hidrogénio 1,7 30 2 2,5 1
Acido Acético 1,7 30 2 2,5 1
Acido Sulflrico 1,7 30 2 2,5 1

Conforme ilustrado na Figura 14, apds os pré-tratamentos,
procederam-se lavagens de forma a remover 0s reagentes e componentes da parede
vegetal. Inicialmente, as amostras foram filtradas (peneira de 200 mesh) e lavadas com
agua deionizada. Em seguida, as mesmas foram novamente filtradas e imersas em uma
solucdo de acetona 20% durante 15 minutos. Apds este periodo, as amostras foram lavadas
com agua deionizada e submetidas a sonicacdo em pequenas quantidades (40 mL em cada
ciclo), utilizando-se o desruptor de células ultrassénico (marca Unique) por 9 minutos.
Finalmente, procedeu-se a secagem das amostras em estufa a 50°C. O aguapé pré-tratado e

seco foi armazenado em sacos plasticos.
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Figura 14 — Esquema geral do processo de pré-tratamento da biomassa de aguapé. Todos os pré-tratamentos -

auto-hidrolise, hidrélise com perdxido e hidrolise &cida - seguiram o mesmo procedimento.
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4.4 Caracterizacao e Analises
4.4.1 Umidade do Aguapé In Natura

O teor de umidade do aguapé in natura foi determinado pelo
método TAPPI 264 cm-97. Em uma balanga com precisdo de 0,0001 g, foi pesada a
biomassa Umida (m,) em um cadinho previamente tarado. Ap6s 4 h em estufa a 105°C, o
cadinho foi colocado em um dessecador até resfriar e pesado novamente (mg). O teste foi

realizado em triplicata e o célculo do teor de umidade foi calculado conforme a Equacao

).

mu—ms

Umidade (%) = ( —

) * 100 Equacéo (1)

4.4.2 Metais Pesados

Para determinacdo dos indices de metais pesados no aguapé sem
pré-tratamento foi utilizado um espectrofotbmetro de emissdo Optica com plasma
induzidos. A analise foi realizada no Laboratério de Metais Pesados, no Departamento de

Solos e Recursos Ambientais na Faculdade de Ciéncias Agronomicas (FCA) — UNESP.
4.4.3 Caracterizacdo Quimica

Os teores de celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas da
biomassa sem pré-tratamento e amostras de aguapé pré-tratadas foram qualificados
baseando-se nas normas TAPPI (Technical Association of the Pulp and Paper Industry).
Previamente as analises, determinaram-se os teores de umidade das amostras, utilizando-se

uma balanca de umidade (marca: Shimadzu, modelo: MOC63U).

e Teor de Extrativos

O teor de extrativos totais foi determinado pelo método da norma
TAPPI 204 om-88. Foi pesado em cartuchos extratores (saquinhos de papel de filtro) o
equivalente a 2 g (peso seco). Extraiu-se em Soxhlet com alcool-tolueno (1:2) durante 8 h.

Substituiu-se a mistura de alcool-tolueno por alcool 96° e extraiu-se novamente durante 8h.
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Os saquinhos foram removidos do Soxhlet e extraiu-se com agua quente durante 3 h. As
amostras secaram ao ar dentro do saquinho por uma semana. As amostras foram retiradas
dos saquinhos e pesadas em béqueres previamente tarados. Os célculos foram realizados

conforme a Equacéo (2).

massa de extrativo
2

Extrativo (%) = ( ) %100 Equagdo (2)

massa de extrativo = (massa aguapé antes da extragio) - (massa aguapé depois da extragio)

e Teor de Cinzas

A analise de teor de cinzas seguiu a norma TAPPI T211 om-02.
Colocou-se o cadinho de porcelana na mufla em temperatura de 575°C por 1 hora. Retirou-
se o0 cadinho e, apos esfriar em dessecador com silica, ele foi pesado em balanga analitica.
No cadinho foi pesado 2 g de biomassa (massa total 1) e deixou-se em estufa de um dia
para 0 outro atemperatura de 105 °C, para a determinacdo da massa seca. Apds esse
tempo, retirou-se o cadinho da estufa e o deixou esfriar em dessecador e pesou-se (massa
total 2). Os cadinhos retornaram para a mufla a 575°C por no minimo 4 h. O teste foi

realizado em duplicata e o teor de cinzas foi determinado pela Equagéo (7).

massa cinzas

Cinzas (%) = ( ) * 100 Equacéo (3)

massa seca

massa seca = massa total (1) — tara do cadinho

massa cinzas = massa total (2) — tara do cadinho

e Teor de Lignina

A norma referente a determinagédo de lignina é a TAPPI 222 om-83.
As amostras de 1g (peso seco) foram colocadas em saquinhos de papel filtro e os extrativos
foram extraidos seguindo a metodologia descrita no item “teor de extrativos”. As amostras
foram transferidas para um béquer e adicionado 15 mL de H,SO,4 72%, a temperatura de
18-20°C, por 2h, homogeneizando periodicamente. ApOs esse processo, a amostra foi
transferida para erlenmeyer de 1L usando 560mL de &gua deionizada. A solucdo foi

mantida em ebulicdo por 4h, mantendo-se o volume constante. Apds deixar a lignina
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sedimentar totalmente, filtrou-se através de cadinho de vidro sintetizado (n° 2) com auxilio
de uma bomba a vacuo. O cadinho foi seco em estufa e pesado. A analise foi realizada em

duplicata e o teor foi determinado pela Equacéo (4).

massa residuo

Residuo (%) = ( "

) * 100 Equacéo (4)

massa residuo = massa total — tara do cadinho

O residuo permanecente no cadinho de vidro sintetizado foi
transferido para um cadinho de porcelana, previamente tarado. Esse foi colocado na mufla
em temperatura de 575°C por 1 hora. Este procedimento foi realizado para o calculo do
teor de cinzas presente na lignina, que foi calculado conforme a Equacao (3). O valor real

do teor de lignina foi determinado pela Equagéo (5).
Lignina (%) = Residuo (%) — Teor de cinzas na lignina (%) Equacao (5)

e Teor de Holocelulose

A determinacdo da holocelulose foi realizada empregando-se a
norma TAPPI T257 om-85. Para esta analise foi pesado 2g da amostra (peso seco). Apo6s a
extracdo dos extrativos, a amostra foi transferida para erlenmeyer e foi adicionada 55 mL
de &gua deionizada, 3 mL de solucéo de clorito de sddio 20 % e 2 mL de acido acético
(1:5). A amostra foi colocada em banho termoestatico a 70 °C e a cada 45 minutos
adicionaram-se mais 3 mL de NaClO, e 2 mL de &cido acético, totalizando cinco adi¢des.
Apos o ultimo tratamento, filtrou-se através de cadinho de vidro sintetizado (n° 2) tarado e
lavou-se com 250 mL de agua deionizada. O material retido no filtro foi seco em estufa e
pesado. O teste foi realizado em duplicata e calculou-se a porcentagem de residuo através
da Equacéo (6):

Residuo (%) = ( * 100 Equacéo (6)

massa residuo)

massa residuo = massa total — tara do cadinho
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Para o calculo do teor de cinzas na holocelulose foi utilizado 0 mesmo procedimento para
o0 teor de cinzas na lignina. O residuo permanecente no cadinho de vidro sintetizado foi
transferido para um cadinho de porcelana, previamente tarado. Esse foi colocado na mufla
em temperatura de 575°C por 1 hora. O valor real do teor de holocelulose foi determinado

pela Equacao (7).

Holocelulose (%) = Residuo (%) — Teor de cinzas na holocelulose (%) Equacao (7)

e Teor de Celulose

A andlise para a determinacdo do teor de celulose seguiu a
metodologia da TAPPI 203 cm-99. Foi pesado, em um almofariz, 1g da holocelulose seca
obtida no item “teor de holocelulose”. Foi adicionado 15mL de uma solu¢cdo de NaOH
17,5%, aguardou-se 2 minutos de contato entre a solucédo e a celulose antes de comecar a
triturar o material por 8 minutos. Apds a trituracdo foi adicionado 40mL de agua
deionizada e o contetdo foi transferido quantitativamente para o funil, onde foi filtrado
com ajuda de uma bomba & vacuo. O precipitado no funil foi seco em estufa e pesado em

balanca analitica. Para o calculo do teor de residuo celulose usou-se a Equacéo (8).

massa residuo

Residuo (%) = ( ) * 100 Equacéo (8)

massa holocelulose

massa residuo = massa total — tara do cadinho
massa hemicelulose = massa da amostra de holocelulose

O residuo permanecente no cadinho de vidro sintetizado foi
transferido para um cadinho de porcelana, previamente tarado. Esse foi colocado na mufla
em temperatura de 575°C por 1 hora. Este procedimento foi realizado para o calculo do
teor de cinzas presente na celulose, que foi calculado conforme a Equacdo (3). O valor real

do teor de celulose foi determinado pela Equagéo (9).

Lignina (%) = Residuo (%) — Teor de cinzas na lignina (%) Equacéo (9)
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e Teor de Hemicelulose

O teor de hemicelulose foi calculado com base nos resultados do

teor de holocelulose e de celulose, conforme a Equacéo (10).

Hemicelulose (%) = (massa holocelulose — massa celulose) * 100 Equacdo (10)

4.4.4 Andlises Termogravimétricas (TG-DTA)

As analises de termogravimetria (TG) e andlise térmica diferencial
(DTA) foram utilizadas para observar e comparar a estabilidade térmica do aguapé in
natura e dos diferentes pré-tratamentos e a temperatura de degradacdo da biomassa. A
alteracdo da massa foi medida em relacdo a temperatura e ao tempo. O equipamento
utilizado nesse processo foi 0 SDT 2960, a amostra com 7mg foi colocada em um cadinho
de 6xido de aluminio e aquecida progressivamente a 10°C/min com um fluxo de ar de
100mL/min.

4.4.5 Difracao de Raio-X (XRD)

A anélise de difracdo de raios-X (DRX) permite determinar o grau
de cristalinidade do material lignocelulésico e a eficiéncia dos tratamentos na remocao da
lignina por meio da analise do perfil do difratograma. Os indices de cristalinidade (IC) do
aguapé in natura e pré-tratados foram calculados conforme a equacdo de Buschle-Diller-

Zeronian (Equagédo 11) que permite calcular o grau de cristalinidade das amostras.

I1 ~
IC = (1 - E) * 100 Equagédo (11)
Onde: 11 é a minima intensidade referente ao material amorfo e 12 é a maxima intensidade

referente ao pico de cristalinidade de grafico

As analises foram realizadas em um difratbmetro Rigaku Ultima
IV, com o raio-X sendo gerado em um tubo de cobre (CuKal) com uma voltagem de 40kV

e uma corrente de 30mA, e com o comprimento de onde de A = 1.54 A.
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4.4.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Para a determinacdo dos grupos funcionais nas amostras, e as
alteracdes das ligagdes dos grupos carboxilicos na biomassa pre-tratada foi utilizada a
analise da espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Nessa
analise foi utilizada o equipamento FTIR Nicolet 1S10, e as amostras foram detectadas na
regido de 4000 a 400cm™.

4.5 Hidrdlise Enzimatica e Fermentacdo Alcodlica

Duas metodologias foram utilizadas para o processo de hidrolise
enzimatica e fermentacdo alcoodlica: simultanea e separada. Em ambos 0S processos,
utilizou-se erlenmeyers de 250 mL de capacidade como biorreatores, onde foi pesado 5g de
biomassa (peso seco) e 200mL de agua deionizada. O pH das solugdes foi acertado
(pHmetro Lucadema, modelo: mPA210), com &cido citrico (que ndo tem acéo inibitorio na
fermentacdo como o 4&cido acético) ou hidréxido de sdédio, ambos preparados na
concentracdo de 1 molar. A esterilizacdo deu-se por autoclavagem a 121°C durante 15
minutos. Em seguida, a hidrolise enzimética e a fermentacéo alcodlica foram realizadas em
uma incubacéo de agitacéo orbital.

Na primeira metodologia, os processos de hidrélise e fermentacédo
foram realizados no mesmo biorreator e a0 mesmo tempo, no segundo foram utilizados
dois biorreatores e 0s processos aconteceram em sequéncia.

O experimento foi realizado em duplicata, constituido de cinco
amostras de biomassa (pré-tratamentos com &cido sulfarico, acido acético, peroxido de
hidrogénio, auto-hidrdlise, e aguapé sem pré-tratamento) e dois processos de hidrolise e
fermentacdo (hidrolise enzimatica e fermentacdo alcodlica simultanea e separada). A
Figura 15 é um esquema da preparacgéo dos biorreatores.
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Figura 15 - Esquema de preparagdo dos biorreatores para os processos de hidrolise enzimética e fermentacéo
alcodlica. SHF — Hidrélise enzimatica e fermentacdo alcodlica separadas; SSF — Hidrolise enzimatica e

fermentacéo alcodlica simultaneas.

4.5.1 Hidrdlise e Fermentacao Simultaneas (SSF)

Nos processos de hidrolise enzimatica foi utilizado uma enzima
comercial da Novozymes, empresa dinamarquesa, a CellicCTec3.

Nos processos de fermentacdo alcodlica foi utilizada a levedura
Saccharomyces cerevisiae, da marca Fleischmann, com o nome comercial de Fermento
Biologico Seco e Instantdneo. A levedura foi inoculada em uma solucdo com 5brix por
24h.

Nesse processo 0 pH dos biorreatores foram estabilizados em 4,8.
Apos serem autoclavados e resfriados foi colocado 1,5 mL de celulase em cada biorreator e
20 mL da solucdo contendo a levedura. Os 10 biorreatores foram incubados sob agitacéo
orbital, 120 rpm a 38°C por 70 horas.

Apobs o final do processo, os erlenmeyers foram colocados no
banho-maria (marca: EthikTechnology, modelo: 500-1D) a 90°C, para inativar as enzimas
e matar as leveduras, por aproximadamente 15 min. Por fim, as solucgdes (hidrolisadas e
fermentadas) foram filtradas com auxilio de uma bomba a vacuo (marca: Biothec) e 0
solido (biomassa restante) e o liquido foram armazenados em freezer -20°C para

posteriores analises. Na Figura 16 é apresentado um fluxograma deste processo.
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5 g de aguapé 200 mL de dgua
pré-tratado deionizada Acertar pH
20 mL de incculo 1,5 mLde Esterilizagao -
(Saccharomyces
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Es.tufa. Banho-maria - Filtragem a
Bacteriolégica — o .
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Figura 16 - Fluxograma do processo de hidrdlise enzimética e fermentag&o alcodlica simultaneas (SSF)

4.5.2 Hidrolise e Fermentacéo Separadas (SHF)

O preparo dos frascos foi idéntico ao item 4.5.1 “Hidrélise e Fermentacao
Simulténeas (SSF)”. Contudo, neste experimento, o pH das solugdes foram estabilizados
para 5,0 antes da esterilizacdo por autoclavagem. Apo0s a esterilizacdo 0s biorreatores
resfriaram e, foi adicionado 1,5 mL da enzima comercial celulase CellicCTec3, seguido de
incubacdo sob agitacdo orbital (120 rpm), a 50°C durante 70 h. Apds, os frascos foram
colocados no banho-maria a 90°C por 15min, para a inativacdo da enzima. Apds
resfriamento o pH das solugdes hidrolisadas, foi estabilizado em 4,8.

Foram novamente autoclavados antes de ser adicionado 20 mL de
indculo de Saccharomyces cerevisiae. Os biorreatores foram novamente incubados sob
agitacdo orbital (120 rpm) em 32°C por 70 h.

Ao final do processo os mesmos foram colocados no banho-maria
para matar as leveduras. As solucgdes foram filtradas com auxilio de uma bomba a vacuo e
o liquido e o solido foram armazenados, em freezer a -20°C, para posterior analise. A

Figura 17 € um fluxograma deste processo.
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Figura 17 - Fluxograma do processo de hidrdlise enzimatica e fermentacdo alcodlica separadas (SHF).

4.6 Destilacdo

Os liquidos filtrados dos processos SSF e SHF foram destilados em
um destilador (marca: BUCHI, modelo: Unit K-355), no laboratério de Bebidas da
UNESP/FCA, utilizando-se 100 mL da fracao liquida e sendo recolhidos 100 mL em baldo
volumétrico do destilado. Essa solugdo de etanol e agua foi analisada em um densimetro
(marca: METTLER, modelo: DA-310).

tabela densidade/teor alcodlico (°GL) de acordo com as recomendagdes do fabricante do

equipamento.

Os resultados foram convertidos conforme a
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo Quimica
5.1.1 Umidade do Aguapé In Natura
Esta analise é realizada para calcular a quantidade de matéria seca

presente no aguapé natural, sem nenhum tratamento fisico. Na Tabela 3 é apresentado o
valor de matéria seca e da umidade do aguapé in natura.

Tabela 3 — Quantidade de matéria seca e umidade no aguapé natural e analise estatistica dos resultados

Média Desvio Erro  Coef. Coef.  Limite Limite

Aguapé ool ) e .
Juap (%)  padrio padrdo variacdo confianca inferior superior

Matéria seca 2,4655  0,1828 0,0746 0,0303  0,1463  2,4611 2,4960

Umidade 97,5345 0,1828 0,0746 0,0008  0,1463 97,5300 97,5649

Na literatura, o valor relatado para a umidade do aguapé in natura é
no intervalo de 93-96 %, sendo o mais usual o valor de 95 % (ROMITELLI, 1983,
REZANIA et. al., 2015). Portanto, o valor encontrado de 97,5 % de umidade é similar aos
observados na literatura.

Esse resultado mostra que a Eichhornia crassipes tem pouca
guantidade de matéria seca, apenas 2,5 %. Ou seja, em 1kg de aguapé ha apenas 25 g de
matéria seca e esta fracdo € composta por matéria organica (celulose, hemicelulose,

lignina, entre outros) e matéria inorganica (cinzas).
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Em todos os procedimentos de anélises e de pré-tratamentos foram

utilizados aguapé moido seco, ou seja, apenas a fracdo da matéria seca.

5.1.2 Metais Pesados

Uma das principais caracteristicas do aguapé é conseguir retirar
substancias, como metais pesados, do meio aquatico em que ele cresce. Por isso, €
esperada uma quantidade de metais pesados na biomassa seca da Eichhornia crassipes e
suas concentracbes dependem da poluicdo dos corpos hidricos. Na Tabela 4 séo
apresentados os valores encontrados na biomassa de aguapé utilizada neste trabalho e

valores encontrados na literatura.

Tabela 4 — Concentracdes de metais pesados na biomassa de aguapé seco

mg do elemento/kg de massa seca do aguapé

Estudos / Metais pesados Ar Cd Cr Cu Fe Mn Ni Pb  Zn
Resultados encontrados neste trabalho' 431 - 55 - - - - 4,1 -
GONCALVES JR, et. al, 2009 - - 10 30 - - 1 - 51
SINGH; KALAMDHAD, 2013? - 43 301 40 13 645 180 1140 152

Aguapé foi coletado: 1 - Rio Tieté — Sdo Manuel (SP); 2 — Lago Internacional de Itaipu — Mal Candido Rondon (Pr); 3 - Na éarea
industrial de Amingoan — india.

5.1.3 Eficiéncia dos pré-tratamentos

No processo de pré-tratamento um dos critérios € retirar ou
solubilizar os compostos que podem prejudicar a etapa de hidrélise enzimatica, ou seja,
extrativos, lignina e hemicelulose. Por esse motivo, neste trabalho, a eficiéncia foi
calculada com base no que foi eliminado do material, ou seja, 0 pré-tratamento que obteve
a maior perda de massa foi considerado o mais eficiente.

Conforme a Tabela 5, o pré-tratamento mais eficiente é o com &cido
sulfurico, seguido pelo com perdxido de hidrogénio, &cido acético e por altimo a auto-
hidrolise. Entretanto, esses dados ndo mostram quais componentes foram solubilizados, se

apenas a lignina e a hemicelulose ou se uma quantidade de celulose foi eliminada.
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Tabela 5 — Perdas de massas referentes aos processos de pré-tratamento

Pré-tratamento ;\SSZZ% agllj\gszsp?ré- Perdade Perdade Rendimento
@ tratado (q) massa (g) massa (%) (%)
Agua 27,2425 17,2204 10,0221 37% 63%
Peroxido de hidrogénio 27,2425 14,1240 13,1185 48% 52%
Acido acético 27,5140 15,5477 11,9663 43% 57%
Acido sulfurico 27,9666 8,1276 19,8390 71% 29%

5.1.4 Componentes da Eichhornia crassipes

Neste estudo, para o aguapeé in natura seco, foram encontrados os
seguintes valores para 0s componentes vegetais: 26 % de celulose, 27 % de hemicelulose,
9 % de lignina, 22 % de cinzas e 19 % de extrativo. Esses valores s&o similares as medias
descritas para estes componentes na literatura: 25 % de celulose, 35 % de hemicelulose,
10% de lignina e 2 5% de cinzas (GANGULY; CHATTERJEE; DEY, 2012; REZANIA et
al., 2015; GAO et al., 2016). O teor de cinzas é alto, em compara¢do com outros vegetais,
por causa da propriedade desta planta retirar substancias inorganicas dos corpos hidricos,
como o0s metais pesados.

Os teores dos componentes da biomassa pré-tratada foram
calculados com base na perda de massa de cada pré-tratamento, conforme apresentado na
Tabela 5, no item 5.1.3 “Eficiéncia dos pré-tratamentos”.

Os resultados dos célculos para os componentes do aguapé sem
pré-tratamento e pré-tratados estdo apresentados nas tabelas seguintes, sendo a Tabela 6
referente ao teor de celulose, a Tabela 7 ao de hemicelulose, a Tabela 8 ao teor de lignina,

a Tabela 9 apresenta o teor de cinzas e a Tabela 10 o teor de extrativos.



47

Tabela 6 — Teor de celulose e analise estatistica dos resultados.

Pré-tratamentos

Sem pré- chd_o AgiQo Peroxido de Agua

tratamento sulfarico acético hidrogénio
Teor de celulose (%) 26,0157 11,3321 14,9237 12,1854 17,9605
Desvio padrédo 1,8549 0,0330 0,4812 1,8767 1,2862
Erro padrao 1,3116 0,0233 0,3403 1,3270 0,9095
Coef. variacao 0,0504 0,0021 0,0228 0,1089 0,0506
Coef. confianca 2,5707 0,0457 0,6669 2,6009 1,7825
Limite inferior 23,6314 11,3313 14,7633 9,7448 16,8142
Limite superior 28,3999 11,3328 15,0842 14,6260 19,1068
Tabela 7 — Teor de hemicelulose e analise estatistica dos resultados.

Pré-tratamentos
Sem pré- chd_o Agi_do Peroxido de Agua
tratamento  sulfirico  acético  hidrogénio
Teor de hemicelulose (%) 27,4272 8,5130 22,1236 22,3209 26,9738
Desvio padréo 1,6942 0,4016 1,9100 4,4005 4,3977
Erro padrédo 1,1980 0,2008 0,9550 2,2003 2,1988
Coef. variagéo 0,0437 0,0236 0,0432 0,0986 0,0815
Coef. confianca 2,3480 0,3935 1,8718 4,3124 4,3097
Limite inferior 25,4383 8,4735 21,2299 17,5766 22,2357
Limite superior 29,0512 8,5525 23,0174 27,0651 31,7120
Tabela 8- Teor de lignina e analise estatistica dos resultados.
Pré-tratamentos
Sem pré- Acido Acido  Pero6xido de A

tratamento  sulfdrico acetico hidrogénio gua
Teor de lignina (%) 8,7522 4,5700 8,9584 7,3690 8,1977
Desvio padréo 1,1926 0,2815 0,4125 1,6170 1,6480
Erro padrdo 0,5963 0,1990 0,2063 0,8085 0,8240
Coef. variagédo 0,0681 0,0436 0,0230 0,1097 0,1005
Coef. confianca 1,1688 0,3901 0,4043 1,5847 1,6150
Limite inferior 8,4037 45151 8,9167 6,7284 7,5323
Limite superior 9,1007 4,6088 9,0001 8,0096 8,8631




Tabela 9 — Teor de cinzas e andlise estatistica dos resultados.

48

Pré-tratamentos

Sem pré-

Acido

Acido Perdxido de

tratamento  sulfdrico acético hidrogénio Agua
Teor de cinzas (%) 22,3962 4,0689 7,0954 5,8923 9,0847
Desvio padrédo 2,1590 0,8143 0,4196 0,4151 1,1996
Erro padréo 1,5266 0,4071 0,2098 0,2075 0,5998
Coef. variagédo 0,0682 0,1001 0,0296 0,0352 0,0660
Coef. confianca 2,9922 0,7980 0,4112 0,4068 1,1755
Limite inferior 19,1661 3,9064 7,0522 5,8501 8,7322
Limite superior 25,6263 4,2313 7,1385 5,9345 9,4372
Tabela 10 — Teor de extrativos e analise estatistica dos resultados.
Pré-tratamentos
Sem pré- Acid_o Acido Peroxido de Agua
tratamento  sulfdrico  acético  hidrogénio

Teor de extrativos (%) 19,4921 3,8644 3,9386 3,9264 3,8366
Desvio padrédo 1,6333 0,7646 1,2212 0,3882 1,4694
Erro padréo 1,1549 0,3823 0,6106 0,2241 0,7347
Coef. variacéo 0,0592 0,0989 0,1550 0,0571 0,1915
Coef. confianca 2,2635 0,7493 1,1968 0,4393 1,4400
Limite inferior 17,6437 3,7212 3,5732 3,8696 3,3076
Limite superior 21,3406 4,0077 4,3040 3,9833 4,3656

Comparando os valores dos componentes celulares (celulose,

hemicelulose, lignina, extrativo e cinzas) do aguapé in natura com as biomassas pré-

tratadas, é possivel observar que em todos os itens houve reducdo dos teores, conforme

apresentado na Tabela 11, que sintetiza os resultados das tabelas anteriores: Tabela 5,
Tabela 6, Tabela 7, Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10.
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Tabela 11 — Comparacdo dos componentes vegetais da biomassa sem pré-tratamento e das biomassas pré-

tratadas.
Componentes vegetais
Pﬁzggsge Celulose  Hemicelulose  Lignina  Extrativo  Cinzas
0, 0 0 0 0
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sem Pre- - 26 27 9 19 22
Tratamento
Acido 7 11 9 5 4 4
Sulfdrico
Acido Acético 43 15 22 9 4 7
Peroxidode /g 12 22 7 4 6
Hidrogénio
Agua 37 18 27 8 4 9

Por esses dados, o pré-tratamento mais eficiente € o com acido
sulfarico, pois conseguiu eliminar uma maior quantidade de lignina e hemicelulose.
Entretanto, esse procedimento também eliminou uma porcentagem de celulose, o que é
prejudicial a producdo de etanol de segunda geracdo. Na auto-hidrolise a porcentagem de
celulose perdida foi menor em compara¢do com 0S outros pré-tratamento, entretanto
comparando com 0 aguapé sem tratamento nao houve reducgdo no teor de hemicelulose e

apenas 1% de reducdo da lignina.

5.1.5 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial (TG-DTA)

Pela curva de TG-DTA é possivel estudar o comportamento da
degradacdo térmica da biomassa de aguapé e é possivel determinar se um pré-tratamento
altera as caracteristicas da mesma.

Na Figura 18 é possivel observar uma similaridade nas perdas de
massas de todas as amostras. Portanto, pode-se observar que a biomassa do aguapé tem
quatro etapas de perda de massa. A primeira fase de decomposi¢do térmica do aguapé
acontece no intervalo de 25°C a 200°C, referente & desidratacdo da amostra. Na segunda
etapa, o intervalo de temperatura varia entre 200°C e 500°C, onde sdo observados dois
picos exotérmicos, sendo associado a perda de hemicelulose e celulose. Na terceira etapa,

entre 500°C e 650°C, o pico exotérmico é referente & decomposicdo de lignina. A quarta
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etapa de decomposicdo, em temperaturas superiores a 650°C referem-se a queima do

material restante.

-0,6

- 0,0

-0,5
-0,0
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Figura 18- Curvas de TG-DTA do aguapé pré-tratado com (a) acido sulfurico; (b) acido acético; (c) peréxido
de hidrogénio; (d) agua e (e) aguapé sem pré-tratamento. A linha continua é referente a curva de TG —
massa da amostra registrada em funcdo da temperatura [m = f(T)] e a linha pontilhada referente a curva de
DTA - diferenca entre a temperatura da amostra e da referéncia (Tr — Ta = AT) em funcdo da temperatura,
com um aquecimento em ritmo linear (dT/dt = Cte) [AT = f(T)], os picos sdo proporcionais ao calor de reacéo

por unidade de massa das substancias ativas na amostra (IONASHIRO, 2004).

A Tabela 12 e a Figura 19 apresentam os resultados obtidos com as
curvas de TG-DTA, mostrando a quantidade, em porcentagem, de perda de massa de cada
pré-tratamento referente a cada uma das quatro etapas. Os resultados estdo coerentes com
0s encontrados na literatura. Bergier et al., (2015) e Gao et al. (2016), relataram que a

maior perda de massa foi na segunda etapa, referente a celulose e a hemicelulose, em uma
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temperatura aproximada de 400°C e que a lignina, por ser mais estavel, se degradou em

uma temperatura superior.

Tabela 12 — Resultados da analise de TG-DTA do aguapé pré-tratado com (a) &cido sulfurico; (b) &cido

acético; (c) perdxido de hidrogénio; (d) agua e (€) aguapé sem pré-tratamento

Aguapé/Etapas H,0O (19 2° 3° 4° Residuo
Perda de 4qua cF;?l:?:sgee Perda de Perda material
9 h lignina restante
hemicelulose
Massa (%) 4,70 64,73 30,64 0 0
Acido Sulfdrico
Tem('?,eé;"t“ra (149,07) (373,8) (575,09) - (807,00)
Massa (%) 9,01 48,72 20,76 1,12 20,58
Acido Acético Temperatura
(EC) (164,39) (379,96) (538,3) (668,06) (950)
0,
Peréxido de Massa (%) 8,15 59,12 22,38 1,73 8,71
Hidrogénio Tem('?,%r;‘t“ra (187,89) (373,83) (510,73) (682,86) (950)
Massa (%) 8,82 56,70 23,39 1,98 9,05
Agua Temperatura
o) (190,96) (370,76°C) (509,71) (674,2) (902,01)
, . Massa (%) 8,01 40,58 21,88 1,16 6,32
Aguapé sem preé-
tratamento Tem('?,ecr;"t”ra (176,65) (372,8) (530,14) (649,6) (919,38)

A Tabela 12 e a Figura 19 mostram que, na primeira etapa, onde
ocorre a desidratacdo da amostra, o pré-tratamento com &cido acético teve a maior perda de
massa, 9,01%. Entre as fases é possivel observar que a 22 é onde o aguapé perde mais
massa, seguido pela fase 3. O aguapé pré-tratado com acido sulfurico foi 0o que mais
perdeu massa nas fases 2 e 3, ndo sendo quantificado material nas etapas seguintes, o que
mostra que o pré-tratamento foi eficiente na eliminacéo de extrativos e residuos. A maior
quantidade de residuos foi encontrado no aguapé sem pré-tratamento. Com esses dados €
possivel afirmar que o0s processos de pré-tratamento alteram significativamente as

caracteristicas da biomassa do aguapé.
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Perdas de Massas

Controle - Sem pré-tratamento Legenda referente aos
graficos

w12 etapa W 22 etapa w32 etapa

m 42 etapa W residuc

Acido Sulfurico Acido Acético

Peroxido de Hidrogénio Autohidrélise - Agua

Figura 19 — Comparacgdo entre as perdas de massas apresentadas na analise de TG-DTA do aguapé pré-

tratado.

5.1.6 Andlise de Difragdo de Raio-X (XRD)

Essa analise foi utilizada para estudar as alteracdes na estrutura
cristalina do aguapé nos diferentes pré-tratamentos. Os picos do grafico de difracdo de
Raio-X indicam a cristalinidade da matéria. A lignina tem caracteristica amorfa, enquanto
a celulose é majoritariamente cristalina, conforme (TASKER et al., 1994) a celulose de
tipo I é caracterizada pelos picos 20= 23°, 21°, 17° e 15°. Portanto, pode-Se assumir que
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um aumento na area cristalina no grafico de XRD significa remoc¢édo da lignina e/ou da
parte amorfa da celulose, em ambos os casos aumentando a acessibilidade a celulose
cristalina (TASKER et al., 1994; SATYANAGALAKSHMI et al., 2011). A Figura 20
apresenta os graficos da analise de difracdo de raio-X do aguapé pré-tratado com (a) acido
sulfurico; (b) acido acetico; (c) peroxido de hidrogénio; (d) agua e (e) aguape sem pre-

tratamento.

MMWWWMWJW (e)
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Figura 20 - Andlise de difracdo de raio-X do aguapé pré-tratado com (a) acido sulfurico; (b) &cido acético; (c)

I,

peroxido de hidrogénio; (d) &gua e (e) aguapé sem pré-tratamento.

A Figura 20 mostra que o aguapé sem pré-tratamento tem apenas
um pico em torno de 26= 27°. A equagdo de Buschle-Diller-Zeronian (Equagdo 11)
permite calcular o grau de cristalinidade das amostras. A Tabela 13 apresenta estes indices.
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n ~
IC = (1 - E) x100 Equacéo (11)

Onde: 11 é a minima intensidade referente ao material amorfo e 12 é a maxima intensidade

referente ao pico de cristalinidade de gréfico.

Tabela 13 — indice de cristalinidade do aguapé pré-tratado calculado pela Equagéo 8.

Pré-tratamento IC (%)
Acido Sulfurico 46,44
Acido Acético 48,54
Perdxido de Hidrogénio 45,60
Agua 58,48

Aguapé in natura 20,48

Através da Tabela 13 pode-se observar que o indice de
cristalinidade para o aguapé sem pré-tratamento é 20,48 %, resultado similar aos 21,63 %
encontrado por Satyanagalakshmi et al., (2011). Entretanto, o indice do acido sulfarico foi
menor do que o encontrado na literatura de 52,9 %. Todos os IC dos pré-tratamentos
apresentaram diferencas significativas do aguapé in natura, comprovando que 0S processos

quimicos alteraram as caracteristicas da biomassa.

5.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A anédlise FTIR é utilizada para caracterizar os componentes da
biomassa do aguapé com base em suas liga¢gdes quimicas. No grafico abaixo, Figura 21,
s30 observados picos nas regiées de 3400 cm™, 2900 cm™, 1700 cm™ e 1050 cm™. Yang et
al., (2007) descreveu que as bandas referentes as ligagdes quimicas da celulose sdo 3400 -
3200 e 1050, a hemicelulose é indicada pela banda 1765 — 1715, e a lignina é indicada por
3 ligacdes referentes as bandas: 1270, 1430-1470 e 1450-1630.

Nessa analise, o pré-tratamento com acido acetico mostrou mais
mudancas na biomassa, entretanto o gréafico da curva de FTIR mostra que essa alteracdo é
devido a provaveis resquicios do &cido acético que permaneceu na amostra apds a

lavegem.
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Conforme o gréfico da Figura 21 os pré-tratamentos com peroxido
de hidrogénio e com &gua ndo apresentaram muitas alteracbes em comparagdo com o
aguapé sem pré-tratamento. A curva referente ao pré-tratamento com acido sulfirico é a
que apresenta uma maior diferenca com relacdo a curva do aguapé in natura, indicando

assim que este € o melhor pré-tratamento.

(a) (b) (c) (d) (e)

Transmitancia

[ [ [ [ [ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda (cm-)

Figura 21 - analise de FTIR do aguapé pré-tratado com (a) &cido sulfdrico; (b) &cido acético; (c) peréxido de
hidrogénio; (d) 4gua e (e) aguapé sem pré-tratamento. O pico na banda de 3400cm™ representa a hidroxila (-
OH); 2900cm™ é a ligacdo —CH; 1700cm™ representa qualquer acetila ou também pode ser ligacdes de éter
urénicos de grupos carboxilicos nos acidos ferdlico e &cidos p-cumérico, ambos os &cidos podem ser
encontrados na lignina. A regido do 1050cm™ indica normalmente a diminuicio da biomassa por
solubilizagdo da hemicelulose (DAS et al., 2015).

5.2 Produtividade do Etanol 2G com Aguapé como fonte de Biomassa

Para definir uma metodologia como a mais eficaz para um

processo, € necessario encontrar a que apresente os melhores resultados com o menor gasto
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de recursos. Para este trabalho, a metodologia mais eficaz € a que apresentar a melhor
produtividade, ou seja, a que produzir o maior volume de etanol utilizando a menor
quantidade de biomassa e no menor tempo possivel.

Neste item sdo descritos os calculos e os resultados para se
encontrar a melhor metodologia para a producdo de etanol 2G utilizando aguapé como
matéria-prima, na intencdo de solucionar o problema do excesso desta planta nos corpos

hidricos. A apresentacdo dos resultados segue o fluxograma da Figura 22.

Quantidade de aguapé utilizado (g)

\Z

Volume de etanol produzido (mL)

\Z

Rendimento dos processos (mL/g)

\Z

Produtividade dos processos (mL/g.h)

Figura 22 — Fluxograma das etapas para calcular a produtividade dos processos propostos.

Na realizacdo das etapas de hidrélise enzimatica e fermentacédo
alcodlica foram utilizados erlenmeyers, como biorreatores, e foram colocados
aproximadamente 5g de biomassa seca em cada um, como apresentado pela Tabela 14.1.

Na Tabela 14.2 é apresentado o estudo estatistico dos dados da Tabela 14.1.



Tabela 14.1 — Quantidade de biomassa de aguapé utilizada em cada biorreator
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. Teor de Massa Massa Média
. , Umidade ;o
Biorreator Pré tratamento (%) secos Umida seca massa
(%) (9) () seca (9)
1 5,202 5,012
2 Sem Pré- 5,205 5,015
3 Tratamento 3,65 96,35 5102 5002 5,008
4 5,194 5,005
5 5,109 5,007
6 . L 5,105 5,004
7 Acido Sulfurico 1,99 98,01 5108 5,006 5,005
8 5,106 5,005
9 5,253 5,003
10 - . 5,252 5,002
1 Acido Acético 476 95,24 5251 5,001 5,002
12 5,254 5,004
13 5,321 5,003
14 Perdxido de 5,323 5,005
15 Hidrogénio 5,98 94,02 532 5003 5,004
16 5,323 5,004
17 5,206 5,006
18 o 5,203 5,004
19 Agua 3,83 96,17 5 209 5010 5,007
20 5,207 5,007
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Tabela 14.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 14.1 - Quantidade de biomassa de aguapé utilizada em

cada biorreator

) Pré Media Desvio Erro Coef. Coef Limite Limite
Biorreator massa . N o ; e .
tratamento seca (g) padrdo padrdo variagdo confianga inferior superior
1
2 SeMPre- 508 0006 0003 0060 0006 5008 5008
3 Tratamento
4
5
6 Acido 5005 0,002 0,001 0015 0001 5005 5,005
7 Sulfdrico
8
9
10 Aci
Aglqlo 5,002 0,001 0,001 0,013 0,001 5,002 5,002
11 Acético
12
13
14 Peroxidode oo 0001 0001 0011 0001 5004 5004
15 Hidrogénio
16
17
18 ;
19 Agua 5,007 0,002 0,001 0,025 0,002 5,007 5,007
20

O processo de producdo de etanol foi estudado de duas formas:

hidrolise e fermentacdo separadas (SHF) e hidrolise e fermentacdo simultanea (SSF). As

Tabelas 15.1 e 15.2 e a Figura 23 apresentam a quantidade de etanol produzido por meio

desses processos.



Tabela 15.1 — Volume de etanol produzido nos processos separados e simultaneos.
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Amostras Processo Pré tratamento Etanol (mL) Med(lrz;E;[anol
L Sem Pré-Tratamento 021 0,20
3 0,13 ’

5 . 0,67
Acido Sulflrico 0,67
7 0,67
9 Hidrélise~e o . 0,47
1 Fermentacéo Acido Acético 0.47 0,47
Separadas ’
13 Peroxido de 0,60
. . 0,54
15 Hidrogénio 0,47
17 Agua - 0,20
19 g 0,27 ’
2 Sem Pré-Tratamento 007 0,10
4 0,13
6 < . . 0,54
3 . Acido Sulfarico 0.60 0,57
idrélise e
ig Fermentagio Acido Acético 823 0,33
Simultaneas ’
14 Peroxido de 0,27 0.24
16 Hidrogénio 0,20 ’
18 . 0,20
20 Agua 0.20 0,20
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Tabela 15.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 15.1 - Volume de etanol produzido nos processos

separados e simultaneos.

Pré Desvio Erro Coef. Coef. Limite Limite
Processo . N N . . . .
tratamento padrdo padrdo variacdo confianca  inferior  superior
SemPre- 445 007 0,35 0,14 0,19 021
Tratamento
A0 000 000 000 - : :
Sulfurico
Hidrolise e Acido
Fermentacdo  Acético 0,00 0,00 0,00 B B .
Separadas Perdxido
de 0,09 0,07 0,12 0,13 0,53 0,54
Hidrogénio
Agua 0,10 0,07 0,35 0,14 0,19 0,21
SemPre- 04 0,03 030 0,06 0,10 0,10
Tratamento
Acido 500 003 005 006 0,57 0,57
Sulfurico
Hidrolise e Acido
Fermentacdo  Acético 0,00 0,00 0,00 - - )
Simultaneas Peroxido
de 0,05 0,04 0,15 0,07 0,23 0,24
Hidrogénio
Agua 0,00 0,00 0,00 - - -
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Producao de Etanol 2G
0,70 0,67
0,60 0,57
0,54
0,50 0,47
T 0,40
= 0,33
2
§ 0,30
b 0,24
0,20 0,20
0,20
0,10
0,00
Sem Pré-Tratamento Acido Sulfirico  Acido Acético Peroxido Agua
Pré-tratamento
m Hidrolise e Fermentagdo Separadas W Hidrdlise e Fermentagdo Simultaneas

Figura 23 — Producéo de etanol 2G nos processos SHF e SSF.

Os dados apresentados na Tabela 15.1 e no grafico da Figura 23
mostram que para a producdo de etanol 2G com aguapé o melhor processo é o da hidrdlise
enzimética e fermentacdo alcodlicas separadas. No pré-tratamento com &gua os valores
foram iguais em ambos 0s processos e na metodologia que utiliza peréxido de hidrogénio o
processo simultaneo (SSF) apresentou a metade do etanol produzido pelo separado (SHF).
Essa diferenca entre os resultados dos processos pode ser explicada pelo fato que o SHF
trabalha nas condi¢cBes Otimas de pH e temperatura, 0 que proporciona uma melhor
atividade enzimatica da celulase e uma melhor atividade metabdlica (fermentacdo) da
levedura, 0 mesmo ndo ocorre no processo SSF pois ele trabalha em uma faixa
intermediaria dos valores 6timos de pH e temperatura da enzima e do microrganismo
fermentescivel (SUN; CHENG, 2002)

Comparando os resultados do processo sem pré-tratamento com 0s
gue utilizam biomassa pré-tratada, é observado que as metodologias com hidrdlise &cida e
hidrélise com perdxido apresentaram melhores resultados na producdo de etanol 2G,
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entretanto na auto-hidrélise ndo ha diferenca com o processo sem pré-tratamento. Em uma
comparagdo entre os valores gerados pelos pré-tratamentos, a metodologia que utiliza
acido sulfarico apresentou o melhor resultado, 0,67mL para SHF e 0,57mL para SSF. Esse
dado ajuda a confirmar os resultados encontrados nas analises de caracterizagdo quimica:
que esse processo de hidrolise quimica € o que mais retira lignina e hemicelulose da
biomassa de aguapé, facilitando a atuacdo do complexo enzimético e produzindo um
volume maior do produto.

Com os dados de quantidade de aguapé utilizado e volume de
etanol produzido foi calculado o rendimento em mL/g dos processos. Por meio da
densidade do etanol a razdo em mL/g foi convertida em g/g (etanol/aguapé). A densidade
do etanol é tabelada em funcéo do volume de etanol na solugdo e na temperatura. Para este
calculo foi utilizado T=20°C, pois é a temperatura em que o densimetro realiza a analise, e
a densidade utilizada, conforme o volume, foi a descrita na tabela da ANVISA (ANVISA,
2010). As formulas utilizadas para os calculos estdo descritas nas Equacfes 9 e 10 e 0s

resultados sdo apresentados nas Tabelas 16.1 e 16.2.

Volume de etanol (mL)
Massa seca de aguapé (g)

Rendimento = Equacao (9)

p = % - m=pV Equacéo (10)
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Tabela 16.1 — Rendimento em mL/g e g/g da producédo de etanol 2G

, Massa . Massa Média Média
Pré- ., Etanol Densidade . .
Processo tratamento  29UaPe ML) (g/mL) Etanol rendimento rendimento
(9) (9) (mL/g) (9/9)
SemPre- o451 920 0998 020 004 0,04
Tratamento
Acido 501 067 0997 067 013 0,13
Sulfdrico
Hldrollsefz Acido
Fermentagio i 500 047 0997 047 0.09 0,09
cetico
Separadas
Peroxidode o) 54 0997 053 011 0,11
Hidrogénio
Agua 501 020 0997 020 0,04 0,04
SemPre- o1 510 0998 0,10 0,02 0,02
Tratamento
Acido 500 057 0997 057 0,11 0,11
Sulfdrico
Hidrolise e Acido
Fermentagio 500 033 0998 033 0,07 0,07
Simultaneas -
Peroxidode o) o4 0o98 023 005 0,05
Hidrogénio

Agua 5,01 0,20 0,998 0,20 0,04 0,04
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Tabela 16.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 16.1 - Rendimento em mL/g e g/g da producéo de

etanol 2G.
Pré M_édia Desvio Erro Coef, Coef, Limite Limite
Processo rendimento ~ o . . . . .
tratamento (mL/g) padrdo padrdo variacdo confianca inferior superior
SemPre- 504 002 001 035 003 004 004
Tratamento
Acido 013 000 000 0,00 i i i
Sulfurico
Hidrélise e < .
Fermentag&o AACE"?'O 009 000 000 0,00 - - -
cético
Separadas
Peroxidode 50 3450 901 012 003 011 041
Hidrogénio
Agua 0,04 0,02 0,01 0,35 0,03 0,04 0,04
Sem Pré-
0,02 0,01 0,01 0,30 0,01 0,02 0,02
Tratamento
Acido 011 001 001 005 00l 011 011
Sulfurico
Hidrélise e Acido
Fermentacéo Acético 0,07 0,00 0,00 0,00 - - -
Simultaneas —
Peroxidode o hs h91 001 015 001 005 005
Hidrogénio
Agua 0,04 0,00 0,00 0,00 - - -

Como o volume de etanol na solucdo, em todos os processos, é
inferior a 1%, a densidade deste alcool ¢ similar a da agua (p = 0,9982g/mL). Também
por esse motivo, de baixo teor alcodlico na solucdo, o valor da densidade de todos é
aproximadamente 1g/mL, o que resulta que os dois rendimentos, em mL/g e g/g
(etanol/aguapé), tenham os mesmos valores. Por isso ha Figura 24 apenas um rendimento

(mL/g) sera apresentado.
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0,16 .
Rendimento

0,14 0,13

0,12

0,1

Razdo (mL/g)

0,05
0,04 | 004

Sem Pré-Tratamento Acido Sulfurico  Acido Acético Peroxido Agua

Pré-tratamento

m Hidrolise e Fermentagdo Separadas m Hidrolise e Fermentagdo Simultaneas

Figura 24 — Rendimento de etanol 2G separado por pré-tratamento e por processo de hidrdlise enzimatica e

fermentagdo alcodlica

Os dados apresentados na Tabela 16.1 e na Figura 24 mostram que 0
pré-tratamento que apresentou o melhor rendimento foi com &cido sulfarico (0,13mL/qg),
seguido por peroxido de hidrogénio (0,11mL/g) e é&cido acético (0,9mL/g). O pré-
tratamento com &gua teve um resultado similar a metodologia sem pré-tratamento
(0,4mL/g). Entre os processos analisados, o com hidrolise enzimética e fermentacédo
alcoolica teve um rendimento melhor em quase todos os pré-tratamentos, apenas na auto-
hidrélise os valores foram iguais em ambos os processos. Novamente, essa diferenca entre
os resultados pode ter ocorrido pelo fato do processo SSF néo utilizar as condi¢fes 6timas
de pH e temperatura.

Na literatura foram encontrados trés trabalhos que utilizaram a
Eichhornia crassipes como matéria prima para a producdo de etanol lignoceluldsico.
Todos encontraram os melhores resultados utilizando o &acido sulfirico no pré-tratamento
da biomassa. Entretanto, a concentragdo do &cido variou entre os trabalhos. Nenhuma
pesquisa utilizou a metodologia da hidrolise enzimética e fermentacdo simultaneas.
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Também houve variagdes nos microrganismos fermentesciveis utilizados. A Tabela 17

compara 0s resultados obtidos e as principais diferencas entre eles.

Tabela 17 — Comparacdo dos resultados do rendimento com a literatura.

Concentracdo  Aguapé na solugdo  Rendimento

Artigos H2S04  de pré-tratamento  (mg de etanol/mL Principais diferencas
(%viv) (%ph) de solucéo)
Resultados encontrados neste trabalho 1,0 15,0 70 -
SATYANAGALAKSHMI et al ., 2011 20 10,0 30 Hidrolise: Celulase - Zytex
DASetal., 2016 2,0 10,0 140 Fermentado: S. cerevisiae + Z. mobilis
ISARANKURA-NA-AYUDHYA, 2007 10,0 - 1,0 Fermentacdo: C. shehatae - fermenta xilose

Como mostrado na Tabela 17, o rendimento deste trabalho foi
satisfatorio quando comparado com o resultado de Satyanagalakshmi et al., (2011),
entretanto é a metade do valor encontrado por Das et al., (2016), e esse resultado pode ser
explicado pelo fato de terem utilizado dois microrganismos para a fermentacdo, a S.
cerevisiae, levedura tradicional nos processos de producdo de etanol e a bactéria Z.
mobilis, que tem uma fermentacdo mais rapida e apresenta um rendimento em etanol maior
que a S. cerevisiae (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009). Com o trabalho de Isarankura-
na-ayudhya; Tantimongcolwat (2007) ndo é possivel comparar os resultados pois ele
utilizou um microrganismo que fermenta a xilose e ndo a glicose, entretanto € um dado
interessante pois ele conseguiu produzir etanol com uma pentose presente no aguapé.

Para se calcular a produtividade de um processo & necessario
dividir o rendimento pelo tempo gasto para a producdo do produto. Nas metodologias
propostas para este trabalho o tempo sé é diferente nos processos SHF e SSF, pois no
preparo da biomassa e no pré-tratamento todas as metodologias consomem o mesmo
tempo.

Neste trabalho, o processo de hidrolise enzimatica e fermentacéo
alcoolica em separado demora o dobro do tempo comparado com o processo de hidrélise
enzimatica e fermentacdo alcodlica simultaneas. O primeiro tem um tempo total de 140h e
0 segundo de 70h. Entretanto, esses valores de tempo foram fixados para facilitar a
comparagao entre os rendimentos, para uma otimizacdo do processo seria necessario um
estudo do melhor tempo para cada processo. As Tabelas 18.1 e 18.2 e a Figura 25

apresentam os resultados do célculo de produtividade, descrito na Equacdo 11.
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o Rendimento (m?L) .
Produtividade = BT Equacéo (11)

Tabela 18.1 — Produtividade (mL/g.h) da producéo de etanol 2G

PrOCesso Pré- Média rendimento  Tempo  Meédia produtividade
tratamento (mL/g) (h) (x10™ mL/g.h)
Sem Pre- 0,0399 285
Tratamento
Acido 0,1338 9,56
Sulfurico
Hidrélise e P
Fermentacéo :‘ C,".jo 0,0940 140 6,71
cético
Separadas
Peroxido de 0,1069 7.64
Hidrogénio
Agua 0,0399 2,85
Sem Pre- 0,0200 2.85
Tratamento
Acido 0,1139 16,27
Sulfurico
Hidrélise e Acido
Fermentacéo Acético 0,0660 70 9,42
Simultaneas —
Peroxido de 0,0470 6,71
Hidrogénio

Agua 0,0400 5,71
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18.2 — Estudo estatistico dos dados da Tabela 18.1 - Rendimento em mL/g e g/g da producéo de etanol 2G.

Pré Mé_di_a Desvio Erro Coef. Coef. Limite  Limite
Processo tratamento produtividade adrao adrdo variacdo confianca inferior superior
(x10* mL/gh) P P ¢ ¢ p
Sem Pre- 2,85 0,0001 0,0001 0,3492 0,0002 0,0003 0,0003
Tratamento
Acido
g 9,56 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0010 0,0010
Sulfurico

Hidrolise e Acido

Fermentacio  Acetion 6,71 0,0000 0,0000 0,0002 0,0000 0,0007 0,0007

Separadas Peroxido
de 764  0,0001 00001 01216 00002 0,0008 0,0008

Hidrogénio
Agua 285  0,0001 00001 03497 00002 0,0003 0,0003
Sem Pre- 285  0,0001 00001 03009 00002 0,0003 0,0003

Tratamento

Acido

a 1627  0,0001 00001 00526 00002 0,0016 0.0016

Sulfdrico

Hidrolise e Acido

Fermentacdo  Acétics 9,42  0,0000 0,0000 0,0002 0,0000 0,0009 0,0009

Simultaneas Peroxido

de 6,71 0,0001 0,0001 0,1489 0,0002 0,0007 0,0007
Hidrogénio

Agua 5,71 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000 0,0006 0,0006
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Produtividade

—
.

[EEY
[

0,42

[EEY
o

7,64
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6,71

Produtividade x10n (mL/g.h)

Sem Pré-Tratamento Acido Sulfurico  Acido Acético Peréxido Agua

Pré-tratamento

B Hidrolise e Fermentagdo Separadas B Hidrolise e Fermentagdo Simultaneas

Figura 25 — Produtividade (x10™ mL/gh) da produg&o de etanol 2G

A Tabela 18.1 e a Figura 25 apresentam que 0 pProcesso mais
produtivo é o simultaneo. Isso acontece pois a produtividade é inversamente proporcional a
variavel tempo, ou seja, quando o tempo do processo diminui a sua produtividade aumenta.
Entretanto, no pré-tratamento com perdxido o processo SHF € mais produtivo que o SSF,
porém a diferenca entre os dois valores é pequeno. Entre as metodologias propostas,
novamente, a com acido sulfurica é a mais produtiva, tendo uma produtividade cinco vezes
maior que a metodologia do aguapé sem pré-tratamento. Confirmam-se assim os resultados
das analises anteriores que mostram esse pré-tratamento como o mais eficiente e, também,
gue é necessario a etapa de pré-tratamento da biomassa de aguapé antes do processo de
hidrélise enzimatica, facilitando o acesso do complexo enzimatico as fibras celulésicas.
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5.2.1 Comparacdo entre o Rendimento do Etanol 2G de Aguapé com

Outras Producdes de Etanol

Para um processo industrial o rendimento é medido em litros de
etanol/toneladas de biomassa (L/t). Para o aguapeé o rendimento foi calculado em mililitros
de etanol/gramas de aguapé seco (mL/g) por isso sdo necessarios duas transformacdes, a
primeira de unidade e a segunda de aguapé seco para aguapé natural, e este contém apenas
3% de matéria seca. Para os célculos foi utilizado o resultado do processo com melhor
produtividade: pré-tratamento com acido sulfarico seguido de hidrélise enzimatica e

fermentacdo alcoolica simultaneas.

Rendimento etanol/aguapé seco: 0,11mL/g -> 110L/.
Rendimento etanol/aguapé natural: 0,0033mL/g - 3,3L/t.

Em 1 hectare crescem 220kg de aguapé por dia, portanto em 1 ano
ha uma producdo de 80 toneladas de Eichornia crassipes (BAYRAKCI; KOCAR, 2014,
DAS et al., 2016). Com essa taxa seria possivel produzir, em 1 ano, aproximadamente
265L de etanol por cada hectare de aguapé presente nos corpos hidricos. Essa producao,
que segue o conceito de ‘“‘erradicacdo através da utilizagdo”, seria interessante para
diminuir os problemas causados pelo excesso de aguapé nos rios e lagos.

Para comparacdo a Tabela 19 apresenta o rendimento (L/t) das
principais fontes mundial de producdo de etanol. O milho tem um rendimento maior
qguando comparado com a cana-de-agucar, entretanto a quantidade de tonelada de milho
produzida por hectare é 22 vezes menor que a produzida por cana-de-agUcar, além de que o
processo de producdo de etanol a partir de uma fonte amilacea é mais complexo e tem
maior custo que um processo com uma fonte acucareira como matéria-prima
(MACHADO; ABREU, 2006).
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Tabela 19 — Rendimento da producéo etanol de diferentes matérias-primas.

Rendimento etanol/biomassa (L/t)

Matéria prima Tipo de biomassa
Aguapé Celulésica 3,3
Aguapé seco Celulésica 130
Cana-de-agucar Acucareira 85 (1G) + 45 (2G) =130
Beterraba Agucareira 100
Milho Amilacea 350

Fonte: (MACHADO; ABREU, 2006; ANDRIETTA, 2009; SOBRINHO, 2012)
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6 CONCLUSAO

Neste contexto, conclui-se que a melhor metodologia encontrada
para a producdo de etanol de segunda geracdo por meio de Eichornia crassipes (aguapé) é
a hidrolise com &cido sulfarico combinada com explosao a vapor, seguida dos processos de
hidrélise enzimatica e fermentagdo alcodlica simulténeas.

Por fim, este estudo concluiu que é possivel utilizar o conceito de
“erradicacdo através da utilizagdo”, que € quando ndo se consegue de nenhuma forma
controlar ou acabar com uma praga e esta passa a ser usada como matéria prima para
algum processo, como a producéo do etanol de segunda geracéo, utilizando a biomassa do
aguapé como matéria-prima. Portanto, esta tecnologia é uma alternativa favoravel para
minimizar os problemas ambientais e econdmicos causados pelo excesso de Eichornia
crassipes (aguapé) nos rios brasileiros.

Contudo, este trabalho é o estudo inicial da utilizacdo da biomassa
de aguapé para a producdo de etanol de segunda geracdo e é necessario mais pesquisas
para conseguir aperfeicoar este processo, otimizando-o e o tornando mais produtivo e
economicamente viavel. Uma das pesquisas importantes € o estudo dos tempos dos
processos de hidrolise enzimética e fermentacéo alcodlica separadas e simultaneas. Outro
estudo interessante € utilizar a bioagua no processo, ou seja, ndo eliminar a 4gua, presente
no aguapeé, na etapa de preparo da biomassa. Também, pode-se avaliar outras formas mais
simples, economicamente viaveis e sustentaveis de pré-tratamento, como a utilizagdo de
menos agua e insumo quimico na etapa de pré-tratamento, além de averiguar a necessidade
do processo de lavagem com acetona, e estudar a utilizacdo de uma porcentagem maior de

biomassa no processo de pré-tratamento.
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