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RESUMO

Devido aos problemas ambientais provenientes do petroleo e seus derivados, as
matrizes energéticas sustentaveis oriundas de vegetais ganham cada vez mais
espacgo como o bioetanol no Brasil. Todavia, para serem ainda mais competitivos, os
biocombustiveis necessitam de maior aproveitamento do vegetal, utilizacdo de
residuos em seus processamentos e/ou aplicacdo do conceito de biorrefinarias. No
Brasil, a industria do bambu atualmente utiliza-o quase que apenas para obtencao
de celulose, entretanto, o teor de extrativos tais como o amido contido nessa
graminea, demonstra desvantagem operacional e para o0 meio ambiente perante
outras madeiras com a mesma finalidade. Devido a este fato, esta pesquisa teve o
objetivo de estudar a produgédo de bioetanol através do amido contido no colmo do
bambu para a producao de agucares e posterior fermentacéo alcodlica, na tentativa
de aplicacao do conceito de biorrefinaria celulose/bioetanol. Para a remocao do
amido utilizou-se colmos processados da espécie Bambusa vulgaris que foram
submetidos a tratamentos com agua quente em sistema aberto e semiaberto, a este
ultimo, foi acrescido 1 kgf/cm? de pressao. Para sacarificagdo do amido diretamente
na biomassa vegetal seguiu-se um planejamento fatorial 2°* com diferentes
concentracdes de acido sulfurico diluido, tempo de reacdo e forma da biomassa
como variaveis independentes e o teor de agucares redutores totais pelo método
DNS como variavel de resposta. Apods identificagdo do ponto 6timo do processo
através da analise de variancias ANOVA, desenvolveu-se um sistema flash com
recuperagdo de vapor com a finalidade de mitigar e recuperar o furfural e 5-
hidroximetilfurfural, subprodutos da hidrélise acida com valor comercial e inibidores
de fermentagcdo. Mediante a um sistema fechado simulado em frasco
hermeticamente fechado em autoclave comparou-se a eficiéncia do flash. As
biomassas residuais de alguns experimentos foram reservadas e caracterizadas
juntamente a biomassa vegetal in natura e compararam-se os resultados. O extrato
hidrolisado obtido do bambu, apds pré-preparo a mosto, foi fermentado
paralelamente a uma fermentagdo de mosto padrao de glicose e foram calculados
seus parametros e perfis cinéticos. Os resultados obtidos evidenciaram que, devido
a matriz, houve dificuldades em remover o amido do bambu de forma direta pelos
métodos adotados, assim como, quantifica-lo com exatidao. Entretanto, pelo sistema
de recuperacdo de vapor desenvolvido, é possivel reduzir com o flash 36% de
furfural e 46,59% de 5-hidroximetilfurfural no extrato hidrolisado mostrando-se
promissor o sistema elaborado. Foi possivel obter no extrato hidrolisado, apds sua
suplementagdo com nutrientes, bioetanol com rendimento de 26,5% na sua
fermentacao utilizando a levedura S.cerevisiae. Constatou-se que alguns aspectos
das biomassas analisadas foram alterados apds os tratamentos hidrotérmicos e com
a caracterizagcdo que, além do amido, apenas a hemicelulose do bambu foi
hidrolisada, tornando-se plausivel a ideia de produgdo conjunta de celulose e
bioetanol.

Palavras-chave: amido, bambu, hidrélise, biorrefinaria, bioetanol



ABSTRACT

Due to environmental problems from oil and its derivatives, sustainable energy
matrices derived from vegetables, such as bioethanol, are becoming more and more
common in Brazil. However, to be even more competitive, biofuels require greater
use of vegetable waste, used in their processing and / or application of the concept of
biorefineries. In Brazil, bamboo industry is currently used almost only for pulping,
however, the extractives content such as starch contained in this grassy material
shows operational disadvantage for the environment and against other wood for the
same purpose. Due to this fact, we tried to develop this research in order to take
advantage of the starch in the bamboo stalk to produce sugars and subsequent
fermentation in an attempt to apply the concept of biorefinery cellulose / bioethanol.
To remove the starch, a process with the stems of the species Bambusa vulgaris was
used, subjecting them to hot water treatment open and semi-open system, the latter
was added 1 kgf / cm? pressure. For starch saccharification directly in the plant
biomass followed a factorial design 2 with different concentrations of sulfuric acid
diluted, reaction time and form of biomass as independent variables and the content
of total reducing sugars by DNS method as the response variable. After identification
of the optimal point in the process using ANOVA variance analysis, A vapor recovery
flash system was developed in order to mitigate and recover furfural and 5-
hydroxymethylfurfural, acid hydrolysis by-products of commercial value and
fermentation inhibitors. Upon simulated in a closed system hermetically sealed bottle
in an autoclave compared to flash efficiency. The residual biomass of some
experiments have been reserved and assigned along the vegetal biomass in nature
and compared the results. The hydrolyzate broth obtained from bamboo, after pre-
preparation the wine was fermented in parallel with a standard wine fermentation of
glucose and were calculated in its parameters and kinetic profiles. The results
showed that, because of the matrix, there were difficulties in removing the starch
from bamboo directly by the methods adopted, as well as quantify it exactly.
However, by the developed steam recovery system, you can reduce the flash with
36% of furfural and 46.59% of 5-hydroxymethylfurfural in the hydrolyzed extract
showing the elaborated system promising. It was possible to obtain in the hydrolyzed
extract, after its nutrient supplementation, bioethanol with a yield of 26.5% in its
fermentation using yeast S.cerevisiae. It was found that some aspects of the
analyzed biomasses were changed after hydrothermal treatment and the
characterization, in addition to starch, hemicellulose only bamboo was hydrolyzed,
making it plausible idea of joint production of cellulose and ethanol.

Keywords: starch, bamboo, hydrolysis, biorefinery, bioethanol
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1 INTRODUCAO

As crescentes demandas da sociedade de consumo nos paises
desenvolvidos e emergentes ameagam os recursos naturais do planeta, criando uma
necessidade urgente de um novo caminho de industrializagdo, baseado em novas
tecnologias de producdo e consumo, com utilizagdo racional de recursos e baixa
poluicdo ambiental (WORLD WATCH INSTITUTE, 2006).

Oliveira (2009) explica que mesmo as reservas de combustiveis fésseis
podem abastecer as necessidades energéticas por um periodo relativamente alto, as
fontes exploraveis de petrdleo crescem em uma propor¢ao menor que seu consumo,
assim como, os custos cada vez altos para sua extracdo e concentragdo em paises
do Oriente Médio em constantes crises politicas e sociais, favorece as pesquisas
para sua completa substituicdo como matéria-prima para a producdo de bens de
consumo.

Além da instabilidade politica gerada pela concentragdo da producédo desse
insumo energético, o impacto ambiental dos combustiveis fésseis tornou-se uma
grande preocupagao na sociedade moderna, sendo estes responsaveis por uma
parcela significativa da emissdo dos principais gases que contribuem para o
aquecimento global (IPCC, 2007).

Por todas estas questbes econdmicas, geopoliticas e ambientais
apresentadas, as ateng¢des do mundo se voltam para fontes alternativas de energia,
em especial para os biocombustiveis, como o etanol (UNEP, 2009).

Pandey et al. (2000) esclarecem que ha uma crescente busca para uma maior
utilidade para os residuos agroindustriais como bagagos, farelos, polpas, entre
outros, visto que, varios processos estao sendo desenvolvidos para a transformacao
desses residuos em produtos com valor agregado tais como alcool, enzimas, acido
organicos e aminoacidos, entretanto, os bioprocessos estdo se mostrando a
alternativa mais promissora para esses fins e minimizando a polui¢ao.

A descoberta de novos tratamentos dos materiais lignoceluldsicos' ¢ vista
com bons olhos do ponto de vista econémico, considerando a sua utilizagdo como
substrato em processos para produgao de etanol (KRISHNA et al., 2001). Reagdes

hidrotermais em recipientes com agua quente pressurizada, produz uma eficiente

! Materiais provenientes da biomassa vegetal contendo em sua composigao celulose, hemicelulose,
lignina e outras substancias.
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separagao dos carboidratos, hemiceluloses e celuloses existentes nas lignoceluloses
das plantas por meio de reagdes de hidrolise (MOCHIDZUKI et al., 2003).

Atualmente, estima-se que em todo o Brasil sejam produzidas anualmente por
volta de 150 mil toneladas de celulose de bambu (SANTI, 2015). Azzini et al. (1987b)
esclarecem que o menor rendimento em fibras celulésicas advindas do bambu como
matéria-prima, se comparado com madeiras de eucalipto e pinus, € atribuido
diretamente ao elevado teor de amido nele presente, concomitante a outro ponto
negativo: o maior consumo de reagentes no cozimento quando processado
convencionalmente em forma de cavacos.

Neste sentido, Azzini (1983) e Azzini e Gondim-Tomaz (1996), corroboram
que a produgao conjunta de celulose e amido € uma necessidade de otimizagao do
processo, pois, ainda reduziria o consumo de reagentes quimicos, a viscosidade e
densidade dos efluentes liquidos gerados facilitando assim seu manejo.

Além disso, segundo Silvério et al. (2006) e Zhang et al.(2007), os extrativos
como o amido e outros, provenientes da industria de papel e celulose, podem gerar
uma série de problemas no maquinario fabril. Christianson-Heiska et al. (2008);
Kamaya, Tokita e Suzuki (2005) e Leiviskda e Ramo (2008), afirmaram que se
lancados no ambiente aquatico, podem vim a causar desequilibrio severo na fauna
aquatica mesmo em concentragdes baixas.

Foekel e Kleine (2012) explicam que o bambu armazena sua reserva
energética em forma de amido, e este acumulo se acelera a partir do seu segundo
ano de vida. Surmely et al. (2003) descrevem que 0 amido € um polimero longo
composto apenas de um monossacarideo, glicose, e € necessaria a hidrélise para
quebra das ligag¢des glicidicas, estas por sua vez, ocorrem basicamente de duas
formas: acida ou enzimatica, ambas hidrdlises, possuem a finalidade de transformar
o0 amido em monossacarideos.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos remover e hidrolisar, por
via acida sob calor e pressdo de 1 kgf/cm?, o amido contido no bambu, avaliar as
condi¢cbes da biomassa vegetal apds a reagao e obter etanol do extrato hidrolisado
(mosto de bambu) por via fermentativa, sendo este ultimo produzido demonstrando-

se seu perfil cinético.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como obijetivo hidrolisar o amido contido no bambu, sem
atingir a celulose, para formagdo de acgucares redutores e realizar suas

fermentagdes pela levedura Saccharomyces Cerevisiae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a viabilidade da extragdo do amido obtida com agua quente em
sistema aberto sem pressdo e com agua quente em sistema semiaberto sob
pressao de 1 kgf/cm?;

2. Realizar hidrélises acidas, seguindo um planejamento fatorial, na biomassa
vegetal do bambu sob calor e pressdo de 1kfg/cm? e avaliar qual o ponto
6timo de producgao de acucares redutores totais;

3. Mensurar os teores de furfural e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) no ponto 6timo
de hidrdlise e desenvolver condigdes para minimiza-los e comparar a
eficiéncia do processo de remogao;

4. Caracterizar a biomassa vegetal antes e depois dos diferentes tratamentos
hidrotérmicos e avaliar se houve ataque a celulose e a outros compostos;

5. Realizar uma fermentagdo, em batelada, do extrato proveniente da hidrélise
do bambu (mosto de bambu) versus uma fermentacdo contendo glicose com
substrato (mosto padrao) utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae;

6. Calcular e comparar os parametros cinéticos das fermentagdes realizadas.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 HISTORICO

3.1.1 O Petréleo: Limitagoes, Meio Ambiente e Novas Alternativas

A dimensao da importancia que o petroleo adquiriu péde ser vista com a crise
do petréleo, que elevou os pregcos em mais de 300% entre 1973 e 1974, porque 0s
paises do Oriente Médio descobriram que o petréleo € um bem nao renovavel e que,
por isso, iria acabar algum dia. Os produtores de petréleo entdo diminuiram a
producdo, elevando o preco do barril de US$ 2,90 para US$ 11,65 em apenas trés
meses (BIOBRASDIESEL, 2011).

Além do problema iminente de esgotamento por conta da crescente demanda,
os combustiveis fosseis sdo responsaveis por um grande dano ao meio ambiente
visto que, exemplos como o efeito estufa, causado pela grande emissao de diéxido
de carbono na atmosfera e o grande vazamento de petréleo ocorrido no Golfo do
México em 2010, este despejou em torno de 4 milhdes de barris de petrdleo no
oceano (VEJA, 2011).

Com esses riscos inerentes ao petrdleo surgiu a possibilidade de fontes
renovaveis de energia, a partir dai foram criadas as mais diversas matrizes
energéticas como a edlica, solar, geotérmica e agricola, a esta ultima enquadra-se
os biocombustiveis. No entanto, para serem bem sucedidas, as fontes alternativas
precisam ser economicamente viaveis (SANTOS, 2011).

Nesse viés, Teixeira e Rodrigues (2012) ressaltam que os biocombustiveis
provenientes da biomassa ganham importancia nessa corrida, pois, podem ser
produzidos a partir de vegetais e carreiam consigo a chancela de economicamente
sustentaveis, reduzem a emissdo de gases e seus efeitos acumulativos com a
ampliagdo dos cultivos. Por serem renovaveis, confronta a futura redugdo das
reservas de petroleo e, com isso, sao fortes candidatos a complementar ou substitui-

lo na matriz energética mundial.
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3.1.2 Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis
(biomassa), seja esta produzida especificamente com esse propdsito, nos chamados
cultivos energéticos — "Biocombustiveis de primeira geragdo" — ou obtida a partir de
residuos orgéanicos de algum processo, caracterizando-a biomassa residual —
“Biocombustiveis de segunda geragao” (UNEP, 2009).

Biomassa € definida como qualquer matéria organica de origem vegetal, seja
esta cultivada em terra ou em agua, proveniente de produtos animais e seus
residuos, subprodutos de processamentos agricolas e industriais, plantas aquaticas,
residuos agricolas e agroindustriais, residuos de papel e madeira, entre outros,
incluindo os residuos urbanos (NREL, 2011).

Nos dias de hoje, a substituicdo gradual do petréleo (Figura 1) por fontes de
energia alternativas oriundas de biomassas renovaveis € vista como um importante
contribuinte para o desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentavel e
eficaz quanto aos problemas ambientais (RAGAUSKAS et al., 2006).

6153

Ja200

i A0

USTRIA, 1991: I
inicio da produgao de i 40000
biodiesel em escala industrial 35 000
BRASIL, 1975: Biodiesel 30000
langamento do Programa sy
Nacional do Alcool y. 25000
e — 20 000
—-——"f‘_
15000
10000
200
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 !

Figura 1 - Producdo mundial de biocombustiveis 1975 — 2006 (Milhdes de litros)
Fonte: http://rede.novaescolaclube.org.br/sites/default/files/importadas/img/plano-de-aula/ensino-

fundamental/producao-biocombustiveis.jpg
adaptado de VITAL SIGNS 2007-2008 WORLDWATCHINSTITUTE; F.O.LIGHT

Neste sentido, Santos (2011) ressalta que o biodiesel € um biocombustivel
economicamente atraente, pois, além de poder substituir 100% o diesel de petrdleo,
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pode ser produzido pelo processo de transesterificagdo? de oleaginosas?, rejeitos
como oleo usado em frituras e gordura animal exsudada em abatedouros e fabricas
de embutidos, porém, obtém-se glicerina impura como rejeito.

Jank (2009) explica que o etanol voltou a alcangar um patamar de destaque
no cenario energético no pais e no mundo, pois, carrega consigo o sinénimo de
biocombustivel (combustivel renovavel) e menos poluidor que os derivados do
petroleo, constatado pelo aumento mundial do seu consumo em quatro vezes nos
ultimos 10 anos.

Uma visado realista projeta que mais de 10% de toda a gasolina usada no
mundo possa ser substituida por biocombustiveis nos préximos 15 - 20 anos e a
demanda de energia esta projetada para crescer mais de 50% até 2025, em grande
parte decorrente do crescimento de paises em rapido desenvolvimento, levando
assim ha necessidade de um aumento significativo da produgéo de etanol (ALPER,;
STEPHENOPOULOS, 2009; GOLDEMBERG; NIGRO; COELHO, 2008).

O uso especifico da cana-de-agucar, milho e outros produtos agricolas para
obtencdo de alcool pode causar uma possivel problematica no suprimento
alimenticio pelo crescimento da populacdo mundial, entretanto a expansao no uso
de residuos agroindustriais é visto como uma alternativa a esta situagédo (PRIMO-
YUFERA et al., 1995). Cinelli (2012) cita que nos Estados Unidos o aumento do uso
do milho para producéo de etanol implica na elevacéo do preco do cereal para os

pecuaristas e setores de exportagao.

3.1.3 Biocombustiveis no Brasil

O Brasil trabalha duas variantes desses combustiveis renovaveis. A primeira,
€ a producao de biodiesel a partir de oleaginosas diversas, que se encontra em uma
fase incipiente de desenvolvimento, ndo tendo ainda sustentabilidade econdémica
propria, pois depende de iniciativas de subsidio e valoragdo de externalidades aos
processos para ser considerada viavel; e a segunda, é a do etanol produzido da
cana-de-agucar, que ja se constitui em um produto economicamente viavel e com
grandes perspectivas de mercado (TEIXEIRA; RODRIGUES, 2012).

2 Reagao quimica que envolve o 6leo vegetal ou gordura animal com um alcool simples, na presencga
de um catalisador alcalino.
3 Vegetais com grande concentragdes de 6leos em seus frutos e/ou sementes.
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O uso energético de 6leos vegetais no Brasil foi proposto em 1975, originando
o Pro-6leo — Plano de Producdo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos. Seu
objetivo era gerar um excedente de 6leo vegetal capaz de tornar seus custos de
producao competitivos com os do petréleo. Previa-se uma mistura de 30% de dleo
vegetal no 6leo diesel, com perspectivas para sua substituicdo integral em longo
prazo (BIODIESELBR, 2010). No inicio de 2005, o Biodiesel foi introduzido na matriz
energética brasileira através da Lei 11.097. De acordo com esta foi fixado em 5%,
em volume, o percentual minimo obrigatério de adigcdo do biocombustivel ao éleo
diesel petroquimico comercializado em qualquer parte do territério nacional até 2013
(SANTOS, 2011). Alei 13.033/2014 expandiu para 10% o volume até 2019.

No entanto, a prioridade politica foi concedida, naquele momento, para o
desenvolvimento do programa do &lcool (PROALCOOL), que teve seu auge a
meados da década de 80. A complexidade de montar um programa de produgéo,
processamento e distribuicio do combustivel alternativo, sem o apoio oficial,
determinou que a crise transcorresse sem que o programa de combustiveis
alternativos para o diesel fosse implantado (PLA, 2003).

No Brasil, o etanol é produzido a partir da cana-de-agucar. Hoje o Brasil é o
segundo maior produtor mundial, seu custo € competitivo e foi conseguido em cerca
de 30 anos decorridos desde a criagdao do Proalcool, programa langado no pais em
meados da década de 1970 para reduzir a dependéncia da importacéo de petroleo.
A tecnologia utilizada para produzir o etanol € madura e envolve a fermentacao de
agucares, como sacarose e glicose, provenientes da cana-de-agucar, geralmente
pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Nos Estados Unidos, maior produtor
mundial de etanol, o principal insumo para a sua producgédo tem sido o amido de
milho, o programa € mais recente e suas justificativas sao a substituicdo de aditivos
promotores de octanagem na gasolina automotiva e a reducdo das emissdes de
gases do efeito estufa (CINELLI, 2012).

Atualmente o Brasil defronta-se com a perspectiva de um aumento
significativo da demanda de etanol (Figura 2). Esta previsdo sustenta-se em trés
realidades de mercado: aumento interno do consumo de alcool hidratado pelo
sucesso da introducao da alternativa flex fuel no mercado de veiculos automotivos
leves (Figura 3); expansao das exportagdes brasileiras de etanol em fungdo do
crescente interesse mundial pela mistura do alcool a gasolina (Figura 4); opcéao
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brasileira pela producdo do biodiesel utilizando etanol na transesterificacdo dos
oleos vegetais (BARCELOS, 2012).
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Figura 2 — Projecao de Consumo de alcool carburante no Brasil (2008-2017)

Fonte: Teixeira e Rodrigues, 2012 adaptado de BRASIL, 2008
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Figura 3 — Evolugao da venda de veiculos a etanol hidratado

e sua participagao na venda de carros novos
Fonte: Teixeira e Rodrigues, 2012 adaptado de ANFAVEA, 2008
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Figura 4 — Projecao total das exportagdes brasileiras de etanol
Fonte: Teixeira e Rodrigues, 2012 adaptado de BRASIL, 2008

Criticas tém sido levantadas sobre os rendimentos liquidos de energia e a
diminuicao de gases do efeito estufa dos processos convencionais de produc¢ao do
etanol de milho. J& os processos de etanol de cana-de-agucar sao considerados de
fato renovaveis e sustentaveis, uma vez que o bagaco da cana é capaz de suprir
toda a energia necessaria para a fase industrial da produgcéo do etanol, embora
existam questdes relacionadas as queimas praticadas no canavial durante a etapa
de colheita (FARRELL et al., 2006). Outro ponto controverso deve-se ao fato de a
producdo de "biocombustiveis de primeira geragcao" competir diretamente com a
producdo de alimentos ao utilizar matérias-primas nobres e de uso alimentar e,
mesmo caso nao desloque alimentos para uso energético, deslocam a produgao de
alimentos ao ocupar terras férteis, que poderiam ser utilizadas para o cultivo
(BOMTEMPO, 2011).

No Brasil, a incorporagdo de novas areas a agricultura de energia tem
ocorrido sem competicio com a agricultura de alimentos. Existe grande
disponibilidade de terras com pastagens degradadas, nas quais a insergcao da cana-
de-acucar é capaz de beneficiar também o pecuarista, que pode ter aumento na
rentabilidade de sua propriedade rural e ainda melhorar a condi¢ao de fertilidade do
solo (GOLDEMBERG; NIGRO; COELHO, 2008).

O estabelecimento de metas extremamente ambiciosas para aumento do
consumo do etanol nos proximos anos, principalmente nos paises desenvolvidos,

requer um aumento substancial da producao de etanol e, nesse sentido, estimula a
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pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas para o etanol, como a
biomassa lignocelulsica, e a construgdo de biorrefinarias integradas, um conceito

analogo ao das refinarias de petréleo (BASTOS, 2007).

3.1.4 Residuos Agroindustriais: Fonte de Energia Economicamente e

Ambientalmente Promissora

Segundo Cinelli (2012) a tendéncia mundial para a exploragdo de biomassas
residuais é evidente. O aproveitamento de residuos advindos da agroindustria
através de novos processos biotecnoldgicos parece ser o caminho mais promissor
para a utilizacdo de uma matéria-prima ainda subutilizada, pois, além de resolver
parte dos problemas ambientais na disposicdo dessas na natureza nao tem
possibilidades da concorréncia entre elas e produgédo de alimentos, ja que, se trata
de rejeitos.

Os materiais lignoceluldsicos vém sendo estudados como fonte de agucares
fermentaveis para a produgdo de etanol, denominado de etanol de segunda
geracdo, devido a sua grande disponibilidade e baixo custo (MARTIN et al., 2007),
sendo que dentre estas fontes podem-se destacar os residuos agroindustriais como
casca e palha de arroz, palha de cevada, palha de trigo, sabugo e forragem de
milho, e principalmente o bagaco e a palha de cana-de-agucar (BARCELOS, 2012).

O uso desses insumos, que possuem baixo custo, pode ainda impactar
economicamente positivo aos processos de producdo de etanol. No caso dos
Estados Unidos, por exemplo, os custos com o milho, principal matéria-prima,
equivalem a cerca de 60% do total dos custos operacionais das plantas industriais
(PIMENTEL; PATZEK, 2005. PERKIS et al., 2008).

Muitos métodos tecnologicos de conversdo dos produtos da biomassa
lignocelulésica foram desenvolvidos e propostos como, por exemplo, tratamento
biolégico (com enzimas) e tratamento fisico-quimico (em agua quente). O agucar é
esperado como produto e, aldeidos e acidos organicos sao obtidos colateralmente
com a reacgao hidrotérmica (MOCHIDZUKI et al., 2003).

Varios processos hidroliticos sao utilizados, sendo que a resisténcia do
material lignocelulésico a estes tratamentos sdo um problema importante. Varios
processos de hidrdlise para raspas de madeira e residuos lignocelulésicos usam
baixa concentracdo de acido para catadlise e alta pressdo e temperatura utilizando
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autoclaves (PRIMO-YUFERA et al.,, 1995). Todavia, segundo Cinelli (2012) existe
processos sob a utilizagdo de enzimas e altas temperaturas para hidrélise de
materiais amilaceos, porém, por conta dos custos operacionais alguns deles tornam-
se economicamente enviaveis para a producio de biocombustiveis.

Todas essas questbes tém impulsionado a busca por inovagdes em
processos e por diferentes matérias-primas. A busca pela matéria-prima ideal, ou
pelas matérias-primas ideais, avanca rapidamente sendo que o0s requisitos
desejados para estas matérias-primas incluem multiplos fatores, ndo facilmente
conciliaveis, tais como: disponibilidade, preco, qualidade em relacdo ao processo de
conversao e sustentabilidade ambiental (BOMTEMPO, 2011).

3.2 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

3.2.1 Aspectos Gerais

Lignoceluldsicos sao materiais fibrosos, que formam matrizes complexas
constituidas principalmente de celulose, um rigido polimero de glicose,
hemiceluloses, pectinas e outras gomas. Adicionalmente, essa matriz € envolvida
com lignina, a qual pode ser considerada como uma cobertura de resina plastica
responsaveis por criar uma barreira natural contra a acédo de microrganismos e/ou
enzimas, tornando esses materiais estruturalmente rigidos e pouco reativos (Figura
5). Os materiais lignocelulésicos sdo encontrados na biomassa vegetal, termo
usualmente empregado para designar matéria organica produzida, tanto pelas
espécies vegetais, como por seus residuos (CASTRO, 2009. FENGEL; WEGENER,
1989).

Os lignoceluldsicos sao renovaveis, geralmente subutilizados e disponiveis
abundantemente em varias matérias-primas. Esses materiais podem ser obtidos a
custos relativamente baixos, de uma grande variedade de recursos, como residuos
agroflorestais e residuos urbanos (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).
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Figura 5 — Estrutura da parede celular dos vegetais
Fonte: Adaptado de Wolf, 2011

A proporgcado destes componentes varia na composi¢cao dependendo da
espécie da planta, idade, tempo de colheita e condi¢do ou estagio de crescimento
(JEFFRIES; JIN, 2000). O maior componente € a celulose e € comum apresentar
entre 35 e 50%, seguido de hemicelulose (20 — 35%) e lignina (10 — 25%) (Tabela 1)
(SAHA, 2003). Cinzas, compostos fendlicos, acidos graxos e outros constituintes,
denominados extrativos, compdem a fracdo remanescente destas biomassas
vegetais (OLIVEIRA, 2007).

Tabela 1 — Teor de constituintes em biomassas vegetais

Constituintes Madeira dura Madeira mole Bagaco de Palha de
Eucaliptus Pinus cana milho
Celulose (%) 34 -48 40 - 45 30-39 45
Hemicelulose (%) 20-25 10-13 24 -30 35
Lignina (%) 20-29 26 —34 18-22 15
Cinzas (%) 0,3-1,2 0,2-0,8 1-4 45

Fonte: Castro, 2009
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3.2.1.1 Celulose

A Celulose € um polimero linear de glicose de alta massa molecular formado
de ligagdes B- 1,4 glicosidicas, sendo a celobiose (que consiste em duas unidades
de glicose) a unidade repetitiva do polimero (Figura 6). A celulose é o principal
componente da parede celular da biomassa vegetal, quando separada dos outros
constituintes do material lignoceluldsico, apresenta uma grande reatividade
governada pela sua estrutura quimica e fisica (BARCELQOS, 2012; CASTRO, 2009).

OH

o}

o] OH OH

HO < HO H
HO e
OH (o] OH
" Unidade de anidroglucose, AGU _/
OH n = valor de DP OH

Terminagéo nédo redutora Celobiose: unidade repetitiva da celulose Terminacgéo redutora

Figura 6 — Estrutura molecular da celulose
Fonte: Klemm et al., 2005

Em uma molécula de celulose pode haver mais de 15.000 unidades de
glicose e as cadeias de celulose se encontram agregadas paralelamente para formar
as fibrilas elementares, que séo insolluveis em agua e apresentam regides cristalinas
e amorfas (MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006; FENGEL; WEGENER, 1989)

Uma molécula de celulose pode ter areas com configuragdo ordenada, rigida
e inflexivel em sua estrutura (celulose cristalina) e outras areas de estruturas
flexiveis (celulose amorfa) (Figura 7). Essas diferencas sao responsaveis por
algumas variagdes de comportamento fisico, que podem ser observadas, em uma
molécula de celulose. Por exemplo, absor¢do de agua e inchamento de uma
molécula de celulose é limitada as regides amorfas da molécula. A forte rede de
ligacdes de hidrogénio das regides cristalinas impede a ocorréncia do processo de
inchamento nessas areas (CASTRO, 2009).
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Figura 7 — Representagcdo esquematica da organizagéo das cadeias de celulose
Fonte: adaptada de Gurgel, 2010

As ligagcdes de hidrogénio inter e intramoleculares s&o responsaveis pela
manutengcdo das regides cristalinas e tornam a celulose altamente resistente a
hidrolise acida, alcalina ou enzimatica (WOOD; SADDLER, 1988; CONVERSE;
WARE, 1994).

3.2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose é um grupo de polissacarideos, constituido de varios tipos de
unidades de acgucares que podem ser definidos como soluveis em alcali, estando
localizado na parede celular da biomassa vegetal (Figura 8) (CASTRO, 2009).
Estruturalmente, as hemiceluloses sdo moléculas planas, que auxiliam na formacéao

de ligagdes cruzadas entre a celulose e a lignina (AHMAD et al., 2007).
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B-D-glucose B-D-manose a-D-galactose

Figura 8 — Alguns componentes da fragao hemicelulose
Fonte: adaptada de Morais,Nascimento e Melo 2005



31

A hemicelulose por sua vez é um heteropolimero (heteropolissacarideo)
menor que a celulose, com grau de polimerizacdo entre 100 e 200, muitas
ramificagdes, isto &, ligado entre si de diferentes formas e contendo diferentes
carboidratos como a xilose, arabinose, manose, galactose, glicose, assim como
acidos urdénicos. Os mais abundantes sao os xilanos, polissacarideos compostos de
uma cadeia ramificada de xilose (Figura 9). Dependendo da predominéancia do tipo
de acgucar as hemiceluloses podem ser chamadas de arabino-xilanas, mananas,
glucanas ou galactanas. Esses agucares contém cinco (pentoses) ou seis (hexoses)
carbonos em sua estrutura e sao unidos por ligagdes glicosidicas do tipo 3-1,3, p-1,4
e B-1,6, quase sempre acetiladas, formando uma estrutura fraca e hidrofilica que
serve como uma conexao entre a lignina e as fibras de celulose, além de conferir
rigidez ao complexo celulose-hemicelulose-lignina (STAMBUK et al., 2008;
HATFIELD et al., 2007).
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Figura 9 — Estrutura de xilana de plantas anuais e perenes
Fonte: Spiridon e Popa, 2008

A principal caracteristica quimica da hemicelulose € que ela pode ser
separada da celulose por meio de extragcdo alcalina de material deslignificado
(HATFIELD et al., 2007). Comercialmente, a hemicelulose pode ser uma fonte de
carboidratos para a formagdo de etanol (TAHERZADEH; KARIMI, 2007),
espessantes, adesivos, coloides protetores, emulsificantes, estabilizantes, furfural e
derivados (KAMM; KAMM, 2004).

As hemiceluloses diferem da celulose principalmente por sua constituicdo em
diferentes unidades de acucares formando cadeias moleculares curtas e bastante
modificadas (Quadro 1) (BARCELOS, 2012).
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Quadro 1 — Principais diferencas entre celulose e hemicelulose

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades de agucares variadas ligadas entre si
Grau de polimerizagdo elevado Grau de polimerizagio baixo
Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso
Forma regides amorfas e cristalina Forma somente regides amorfas
, . . o Atacada rapidamente por acido mineral diluido a
Atacada lentamente por acido mineral diluido a quente P P
quente
Insoluvel em alcali Solavel em alcali

Fonte: Bianchi (1995)

Na fabricacdo de papel, a presenca de certa quantidade de hemicelulose é
importante, porém, estas sao indesejaveis na fabricacdo de derivados de celulose.
Devido a auséncia de cristalinidade, sua baixa massa molecular e configuragao
irregular, as hemiceluloses absorvem agua facilmente. Este fato contribui para:
reduzir o tempo e energia requerida no refino da pasta celuldésica e aumentar a area
especifica ou de ligagao das fibras (CASTRO, 2009).

3.2.1.3 Lignina

“A lignina é a substancia aromatica mais abundante na biosfera, e um dos
maiores constituintes dos vegetais (LI; YUAN; YANG, 2009)". E considerada como
um dos materiais mais resistentes na natureza. Na biomassa vegetal, a lignina esta
associada juntamente com a celulose e hemicelulose através de interacdes fisicas e
ligagdes covalentes, o que impede a degradagao desses materiais, isto €, a lignina
confere firmeza e rigidez ao conjunto de fibras de celulose. Ela esta presente na
parede celular, conferindo suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra
ataques microbianos e estresse oxidativo. Portanto, ndo deve ser considerada como
uma substancia quimica unica, mas sim, como uma classe de materiais correlatos
(CASTRO, 2009; READING; WELCH; AUST, 2003; PEREZ et al., 2002;
HOFRICHTER, 2002; FENGEL; WEGENER, 1989).

A lignina € um polifenol construido de unidades de fenil-propanas (C6-C3).
Diferente da celulose, a lignina ndo tem estrutura cristalina e é considerado um

polimero amorfo, cuja estrutura principal, provém da polimerizacao desihidrogenativa
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(iniciada por enzimas) dos seguintes precursores primarios: alcool p-cumarilico,

alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 10) (CASTRO, 2009).

CH,OH <|:H;,0H CH,OH
CH CH CH
= = =
He? He? e
i H4CO”~ i H,CO~ i ~OCH,
OH OH OH
Alcool p-cumarilico (1) Alcool coniferilico (I1) Alcool sinapilico (II1)
i H4,CO~ i H,CO~ i “OCH,
OH OH OH
p-hidroxifenila (H) Guaiacila (G) Siringila (S)

Figura 10 — Unidades precursoras da lignina: alcodis cumarilico (), coniferilico (1) e
sinapilico (lll) e principais nucleos aromaticos encontrados na lignina: p-hidroxifenila
(H), guaiacila (G) e siringila (S)

Fonte: Fengel e Wegener, 1989

Esta macromolécula é formada de uma complexa estrutura de polimeros
amorfos e possui caracteristica hidrofébica. Além disso, ela auxilia no transporte de

agua na planta e no sequestro de carbono (Figura 11) (BARCELOS, 2012).
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Figura 11 — Estrutura da lignina
Fonte: Fengel e Wegener, 1989

3.2.1.4 Outros Compostos

Os materiais lignocelulésicos podem conter também uma extensa variedade
de extrativos organicos, os quais podem ser extraidos por solventes polares ou
apolares. Sao exemplos de extrativos: acidos graxos, ceras, alcaloides, proteinas,
fendlicos, agucares simples, pectinas, mucilagens, gomas, resinas, terpenos, amido,
glicosideos, saponinas e 6leos essenciais (BARCELOS, 2012).

Os extrativos podem variar quantitativa ou qualitativamente, oscilando, em
materiais provenientes de madeiras, de 2% a 5%, podendo alcangar niveis de 15%
em algumas espécies tropicais (MIYAUCHI; MORI; ITO, 2005; ZHANG et al., 2007).
Segundo Foekel e Kleine (2012) o teor de extrativos total do bambu, por exemplo,

pode chegar a aproximadamente a 21%.
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A biomassa vegetal também contém uma pequena quantidade de espécies
inorganicas, tais como, potassio, sédio, calcio, etc., como resultado dos nutrientes
adquiridos durante o seu crescimento (YU; LOU; WU, 2008).

Os extrativos sdo compostos intermediarios do metabolismo do vegetal;
proporcionam reserva energética e protegdo ao vegetal contra o ataque de
microrganismos e insetos, porém tém um efeito inibitorio nos processos de
conversdao de biomassa (FENGEL; WEGENER, 1989), sendo um “gargalo” na
industria processadora dessa biomassa (OCTAVE; THOMAS, 2009).

Por exemplo, no processo de extragcao de celulose, principalmente para a
producéo de papel, os extrativos podem gerar uma série de problemas, acumulando-
se no maquinario, em depdsitos denominados de pitch (SILVERIO et al., 2006;
ZHANG et al., 2007). Além disso, se langados no meio ambiente, podem causar
problemas hormonais e hematologicos* em peixes e em crustaceos, mesmo em
baixas concentragbes (CHRISTIANSON-HEISKA et al., 2008; KAMAYA; TOKITA,;
SUZUKI, 2005; LEIVISKA; RAMO, 2008).

3.3 O BAMBU

Figura 12 — Bambuzal nativo na cidade de Salvador - BA

Fonte: Schuler, 2016

4 Relativo aos componentes do sangue (hemacias, leucocitos e plaquetas) e alguns 6rgéos (bago,
medula 6ssea e linfonodos).
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3.3.1 Generalidades

Os bambus pertencem a familia das Poaceae (gramineas) e a subfamilia
Bambusoideae que por sua vez se divide em duas grandes tribos: bambus
herbaceos e os bambus lenhosos (Quadro 2) cujas algumas diferengas entre eles
foram descritas por Filgueiras e Gongalves (2004). Segundo Oliveira et al. (2008)

s&o da familia da cana-de-agucar, trigo, milho, sorgo, dentre outros.

Quadro 2 — Principais diferengas entre os bambus herbaceos e lenhosos

Caracteristica Herbaceos Lenhosos
Comprimento Geralmente, 2 metros 1-35m
Nao lignificado (sem resisténcia Lignificado (com resisténcia
Consisténcia do Colmo & A( . & (A .

mecanica) mecanica)

Folha do Colmo Ausente Presente
Florescimento Continuo (Policarpico) Sazonal (Monocarpico)

Exposicio direta ao sol Intolerante Tolerante

Fonte: adaptado de Filgueiras e Gongalves, 2004

E um vegetal com mais de 200 milhdes de anos e 1.300 espécies (40%
lenhosos), das quais 50 domesticadas e 38 estudadas. Do total de florestas do
planeta, o bambu responde por 3% (SANTI, 2015).

Embora seja uma graminea, os bambus possuem habito arborescente e da
mesma forma que as arvores apresentam uma parte aérea constituida pelo colmo,
folhas e ramificagdes e outra subterrdnea composta pelo rizoma e raiz (Figura 13)
(SILVA, 2005). Possuem uma estrutura vegetativa muito simples que consiste de um
sistema que pode ser diferenciado como rizomas, colmos consistindo uma série de
nos, entrendés e ramos laterais. Os rizomas e colmos tem uma vida util limitada
comparativamente com a idade da planta de bambu, pois esses s&o constantemente
substituidos por novos (LYBEER, 2006 apud MOREIRA 2012).
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Figura 13 — Partes do bambu
Fonte: NMBA, 2004
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Basicamente existem dois grupos distintos de bambus quanto ao tipo de

rizoma: os que formam touceiras (simpodiais) e os alastrantes (monopodiais) (Figura

14) (SILVA, 2005).

ENTOUCEIRANTE ALASTRANTE

(SIMPOIRAL) (MONOPOIDIAL)

Figura 14 — Diferentes tipos de rizomas
Fonte: NMBA, 2004
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Os alastrantes sao leptomorfos (monopodial), resistentes ao frio, possui
comportamento invasor e tem origem na China, tendo o género Phyllostachys como
um dos seus principais representantes. Os entouceirantes sdo paquimorfos
(simpodial), tendo como principais representantes exoéticos no Brasil os géneros
Bambusa e Dendrocalamus. A grande maioria destes bambus se desenvolve melhor
em climas tropicais, apresentando um crescimento mais lento em temperaturas
baixas (SILVA, 2005).

O colmo (Figura 15) tem origem na gema e nao apresentam crescimento
radial, ou seja, eles ja nascem com seu didmetro maximo de base e cresce se
afunilando, ficando com um aspecto cbénico. Os mesmos sdo segmentados por nos
que possuem uma fina parede interna chamada de diafragma. Os espagos
existentes entre dois ndés sdo chamados de entrends e sdo geralmente ocos (Figura
16) (SILVA, 2005).

Figura 15 — Colmos de bambu
Fonte: http://www.lifeandstyle.com.br/wp-content/uploads/2013/05/th-2.jpeg
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Figura 16 — Partes do colmo do bambu
Fonte: http://wwwp.feb.unesp.br/pereira/bambu.htm

Segundo Moreira (2012) e Silva (2005) os colmos séao capazes de realizar
fotossintese, assim como as folhas. Porém, suas principais fungbes sao de
estruturar a parte aérea, armazenar e conduzir a seiva bruta e elaborada. Para que
isso acontega, o colmo possui células que se alinham no sentido axial e séo
protegidas por feixes de fibras promovendo a sua rigidez, uma fragdo dessas células
€ denominada parénquimas, nelas esta depositada uma fonte de reserva energética

da planta em forma de polimeros de amido (Figura 17).

Figura 17 — Corte transversal do colmo:
(a) feixes vasculares e células parenquimaticas e
(b) parénquimas dos colmos com graos de amido
Fonte: Liese (1998)
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3.3.2 Aspectos Agroecondmicos

O bambu é um recurso natural abundante na Asia e em outras regides do
mundo, podendo ser renovado mais rapidamente do que a madeira, uma vez que o
tempo necessario para alcancar seu tamanho adulto € apenas de seis a oito meses,
menos de 5% do tempo necessario para a maioria das madeiras (MI; CHEN; GUO,
1997). Azzini, Ciaramello e Salgado (1981) apud Silva (2005) avaliando a velocidade
de crescimento dos colmos de algumas espécies de bambus em Campinas, Séo
Paulo, encontraram o valor maximo de 22 cm em 24 horas para o Dendrocalamus
giganteus e Ghavami (1995) observou, no Rio de Janeiro-RJ, para a mesma espécie
um incremento diario de 39 cm. Devido sua velocidade de crescimento, pode ser
considerado maduro para sua utilizagao entre 2 e 6 anos, diferente da maioria das
madeiras, que demoram aproximadamente 20 anos para alcancar seu
amadurecimento (LOPEZ; CORREAL, 2009 apud GUIMARAES JUNIOR; NOVACK;
BOTARO, 2010). Santi (2015) cita que o bambu tem a capacidade de suportar 100
cortes, sendo um a cada dois anos, sem necessidade de replantio, € um excelente
sequestrador de carbono, tem pouca emissado de didxido de carbono e oferece um
bom rendimento em matéria seca por hectare (em volta de 30% de umidade em
periodo chuvoso e 15 — 20% em periodo seco)

Aproximadamente 320 espécies em 22 géneros, encontram-se no continente
americano, sendo o Brasil o pais com a maior diversidade, reunindo 81% destes
géneros lenhosos. As espécies exoticas mais comuns no Brasil sdo: Bambusa
vulgaris, Bambusa vulgaris var. vittata, Bambusa tuldoides, Dendrocalamus
giganteus, todas estas de origem asiatica trazidas pelos colonizadores portugueses
e posteriormente pelos orientais (SANTI, 2015; SILVA, 2005).

Os bambus ocorrem naturalmente em todos os continentes, exceto na
Europa, sendo uma matéria-prima muito consumida nos paises da Asia. No Brasil a
especie introduzida mais explorada comercialmente € o Bambusa vulgaris, sendo o
nordeste do Brasil o principal consumidor desta espécie, onde a area ocupada esta
em aproximadamente em 50.000ha para a producdo de celulose de fibra longa.
Estima-se que em todo o Brasil sejam produzidas anualmente por volta de 150 mil
toneladas de celulose de bambu. Grande parte desse volume é fabricado pela
CEPASA, do Grupo Jodo Santos, na producao de sacos de papel para cimento de
outra empresa do proprio Grupo. O bambu confere a resisténcia necessaria a esses
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sacos, fabricados a partir do mix entre fibras secundarias (aparas) e de bambu
(SANTI, 2015; SALGADO et al., 1992).

O fator solo no cultivo do bambu é um assunto pouco estudado no Brasil. As
experiéncias mais significativas estdo no Nordeste, nas grandes areas de Bambusa
vulgaris destinados a producéo de celulose. Considerando a grande diversidade de
solos existentes no Brasil, tais estudos seriam de grande importancia para os
cultivos comerciais desta planta (SILVA, 2005).

Em comparacido ao amplo espacgo conquistado pelo eucalipto e pelo pinus no
Brasil, as perspectivas de uso de bambu na producao de celulose e papel continuam
nao sendo muito promissoras no curto prazo, em razao de diversos desafios. Ainda
assim, vale destacar que nos segmentos de construgéo civil, biorrefinaria, energia
renovavel, madeireiro e de bionanotecnologia, por exemplo, a histéria do bambu
vem escrevendo novos e interessantes capitulos (SANTI, 2015). Segundo Beraldo e
Azzini (2004), o bambu no Brasil é subutilizado por conta da falta de conhecimentos
especificos cientificos, tecnolégicos e agrondmicos da graminea.

No processamento convencional, na forma de cavacos, o bambu, em
comparagao com as madeiras de eucalipto e pinus, fornece menor rendimento de
conversdo em fibras celuldsicas. Esse rendimento, 10-15% inferior aqueles obtidos
com as especies arboreas, esta intimamente relacionado com o elevado teor de
amido existente nos cavacos de bambu, que, além de contribuir para reduzir o
rendimento em fibras celulésicas, eleva o consumo de reagentes quimicos durante o
processo de deslignificacdo dos cavacos (Tabela 2) (AZZINI et al., 1987b). Segundo
SANTI (2015), o bambu quando utilizado para fabricacdo de celulose requer
mudanga nos picadores por conta do excesso de amido, além dos pontos
levantados por Azzini et al. (1987b) tornando-o menos interessante aos fabricantes.

O bambu é submetido ao corte raso e picado na floresta por meio de
picadores moveis. Ja na fabrica é peneirada e a fragdo nao adequada a producéao do
papel é destinada a geragao de energia. O papel produzido além de atender os
padrdes de exigéncia do mercado nao apresenta nenhum residuo de enxofre. O
processo de produgao de pasta celulésica de bambu tende a ser mais viavel quando
associado a produgcao do alcool a partir da sacarificagcdo do amido presente nos
seus parénquimas. O amido contido nos cavacos reduz a conversao em celulose ou
fibras celuldsicas e eleva o consumo de reagentes demandados no processo de
deslignificagdo (AZZINI; GONDIM-TOMAZ,1996).
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Tabela 2 — Teor de constituintes em biomassa de bambu

Constituinte Teor Médio (%)
Celulose 40 -50
Hemicelulose 20-25
Pentosanas 15- 20
Lignina Insoluvel em acido 17-24
Lignina Soltavel 1-1,5
Cinzas 1-2
Silica 0,5-1,5
Extrativos em etanol/tolueno 3-5
Extrativos em diclorometano 0,3-0,9
Extrativos em agua quente 7-15

Fonte: Foelkel e Klein (2012)

O ano de 2011 pode ser citado como um marco na linha do tempo do bambu
no Pais, pois a criacao da Lei n.° 12.484/2011, que dispde sobre a Politica Nacional
de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu (PNMCB), motivou
produtores rurais a destinar terras ao cultivo desse vegetal usado em larga escala ha
tanto tempo na China e na india, inclusive para a producdo de celulose e papel
(SANTI, 2015). Segundo Moreira (2012) a lei tem por objetivo o desenvolvimento da
cultura do vegetal no Brasil por iniciativa governamental ou privada, entretanto,
ainda n&o esta clara quanto ao seu uso como fonte de geragao de energia, porém o
posiciona como uma cultura importante para o desenvolvimento econémico e social
do pais.

Diante desse novo panorama nacional fica evidente a necessidade de novas
pesquisas para o aproveitamento integral do bambu. O conceito de biorrefinaria
demonstra no momento a mais evidente solugdo para tornar sua cultura
economicamente mais viavel tanto para fabricacdo de papel e celulose, quanto a

produtos e subprodutos oriundos do amido.

3.3.3 Biorrefinarias: Uma Nova Perspectiva para o Bambu

O conceito essencial de uma biorrefinaria € o de um processamento

sustentavel em uma planta industrial que integra os processos de conversdo de
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biomassa para produzir combustiveis, produtos quimicos de valor agregado e
energia (REE; ANNEVELINK, 2007).

Nos panoramas que se abrem, dois aspectos centrais devem ser
considerados: por um lado, o desenvolvimento de novas tecnologias de produgéo
com base na biomassa e, por outro, o desenvolvimento de biorrefinarias. Esses
desenvolvimentos representam a chave para uma producéo integrada de alimentos,
substancias quimicas, diferentes materiais e combustiveis para o futuro, pois
combinam biotecnologia e conversdes quimicas de substancias para processamento
de biomassa em produtos intermediarios e finais. Este desenvolvimento é
absolutamente necessario para que se utilize de forma otimizada o menor volume de
biomassa, disponivel de forma geograficamente dispersada, com maior eficiéncia e
o menor impacto ambiental possivel (BARCELOS, 2012).

As pesquisas e desenvolvimento de tecnologias em biorrefinarias séo
necessarias para aumentar a compreensdo cientifica acerca dos recursos
provenientes da biomassa, além de melhorar a utilizagao desses recursos, otimizar a
eficiéncia e desempenho em conversdao de sistemas sustentaveis para o
desenvolvimento de produtos a partir de biomassas renovaveis, criar um ambiente
de mercado receptivo ao emprego desses produtos, além da oportunidade de
estimular o desenvolvimento econdmico de areas rurais com grandes potenciais de
producao de biomassas (BARCELOS, 2012).

Neste sentido, Azzini et al.(1987a) apud Silva (2005) concluiram ser
tecnicamente possivel a produgédo conjunta de etanol e fibras celuldsicas a partir do
bambu (Figura 18). Os rendimentos em fibras celulésicas (46,85 a 56,04%) e etanol
(12,77 a 14,79 litros/100 kg de cavacos) foram mais elevados nas regides mediana e
ponta dos colmos mais velhos. O rendimento em fibras brutas ou fracdo fibrosa
(69,35 a 76,35%) foi mais elevado nos cavacos provenientes dos colmos mais
novos. Para a extracdo do amido € necessario o rompimento das células
parenquimaticas através de um processo mecanico e quimico. Em seguida o amido
€ separado por arraste em agua. Os efeitos da concentracdo de acido sulfurico,
hidroxido de sodio, tempo de tratamento, tempo de desfibramento e idade dos
colmos na extragédo do amido de bambu foram estudados por Azzini e Arruda (1986)
e Azzini e Gondim-Tomaz (1996).

Atualmente muitos pesquisadores estdo concentrando esforgcos no

desenvolvimento de pré-tratamentos eficientes, capazes de disponibilizar a maior
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quantidade de acgucar possivel (pentoses e hexoses), no desenvolvimento de
microrganismos geneticamente modificados que possam fermentar tanto pentoses
quanto hexoses, na producdo de plantas geneticamente modificadas com maior
quantidade de carboidratos ou plantas modificadas estruturalmente para facilitar a
etapa de pré-tratamento em condicbes amenas e na utilizagdo de processos
integrados para reduzir o numero de etapas do processo e consequentemente
reduzir a demanda energética (DIEN et al., 2003; JEFFRIES, 2006; HAHN-
HAGERDAL et al., 2006).
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Figura 18 — Fluxograma proposto de uma biorrefinaria conjunta a producao de

celulose de bambu
Fonte: adaptado de Piotto, 2003
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3.4 PRODUCAO DE BIOETANOL DE BAMBU

3.4.1 Amido

O amido esta disponivel em abundancia na natureza; o unico outro
componente organico que ocorre naturalmente em quantidade maior é a celulose. E
encontrado em todas as formas de vegetais de folhas verdes, seja nas suas raizes,
caules, sementes ou frutas. O amido serve a planta como alimento, proporcionando-
Ihe energia em épocas de dorméncia e germinagao, tendo papel semelhante no ser
humano, nos animais e, até mesmo, em outros organismos e formas de vida. O
homem utiliza o amido de muitas outras formas, além de sua finalidade inicial de
fonte de energia bioldgica. Praticamente todos os setores industriais utilizam o
amido ou seus derivados (FANI, 2013).

O amido fornece de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem
(CEREDA, 2001). Trata-se de um substrato renovavel, biodegradavel e néo toxico
(VAN DER BURGT et al., 2000). E amplamente utilizado nas industrias alimenticias,
téxtil, na elaboracao de compostos farmacéuticos, na produgéo de resinas naturais e
na producdo de materiais termoplasticos biodegradaveis. Pode também ser
empregado na producédo de alcodis finos para preparo de bebidas e producédo de
alcool carburante. A exploracao deste potencial depende do conhecimento de suas
propriedades quanto a estrutura, forma, cor, absor¢do de agua, solubilidade,
inchamento e viscosidade (CEREDA, 2001).

E um polissacarideo constituido por unidades D-glicose, sendo a principal
reserva glicidica dos produtos alimenticios de origem vegetal. O amido, sob o ponto
de vista quimico, ndo € um produto puro, ja que € constituido de 2 componentes
moleculares de estruturas quimicas semelhantes mas nao idénticas: a amilose -
cujos residuos de glicose sado unidos por ligagdes a-1,4, formando um polimero de
cadeia linear e helicoidal; a amilopectina - polimero de estrutura molecular
complexa, isto é, com ramificagbes, cujas unidades glicosidicas encontram-se
unidas por ligacées a-1,4 e a-1,6 (Figura 19) (PEDRENHO et al., 2008; SAITO,
2005).
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Figura 19 — Estrutura dos componentes do amido
Fonte: Cinelli, 2012 adaptado de Murphy, 2000 e Castro et al., 2011

Devido ao seu alto peso molecular, o amido & passivel de complexagao com
outros ions, formando compostos coloridos. No caso do amido essa reagao
acontece com iodo, que, enquanto solugdo, reage com a amilose e amilopectina
formando complexos na cor azul intensa e vermelho-violaceo, respectivamente.
Essa distincdo de cores ocorre devido a conformacédo espacial da amilose em
relacdo a amilopectina, por conta dessa conformacéao helicoidal (Figura 20) o iodo é
retido de forma mais coesa pelo fenbmeno da oclusdo nas cadeias lineares da
amilose (FCFAR, 2016).

A amilose tem uma faixa de massa molar média de aproximadamente 105-10°
g/mol e pode conter cerca de 2-11 cadeias com entre 200 e 700 residuos de glicose
por cadeia, correspondendo a um grau de polimerizagcdo de 1.000 a 10.000
(TESTER; KARKALAS, 2001). No que diz respeito a amilopectina, esta € um
polimero muito maior, com massa molar na faixa de 107-10° g/mol e um grau de
polimerizagédo que pode ser superior a 1.000.000. A maioria dos amidos contém 60 -
90% de amilopectina em massa (COPELAND et al., 2009).
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Figura 20 — Conformacéao espacial helicoidal da amilose
Fonte: http://ftp.unb.br/pub/UNB/cbsp/Download/Imagens/300_dpis/Biomoleculas-
300/carboidratos/amido-estrutura_helicoidal.JPG

Apresenta-se na forma de grénulos com formato e tamanho dependentes da
sua fonte boténica, as formas dos granulos variam desde 0,5 até 175 pm. Os
granulos de amido de arroz estdo entre os menores, variando de 3 a 5 ym de
didmetro, enquanto os de amido de batata (10-110 um) estdo entre os maiores
(Figura 21). Os granulos de amido de milho variam entre 5 e 26 ym com um
didmetro médio de 15 uym (SINGH et al., 2003). Segundo Azzini (1983) o amido de
bambu possui granulos com tamanho médio de 5,55 pm, muito semelhante ao
amido de arroz, portanto, possivelmente deve apresentar propriedades tecnoldgicas

semelhantes.

Figura 21 — Fotomicrografia com aumento de O vezes de granulos de amido

a) de bambu e b) de batata
Fonte: Azzini et al., 1981
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O amido gelatinizado é largamente empregado como agente espessante,
como adesivo ou como encorpante de tecidos e papéis (PEDRENHO et al., 2008). A
gelatinizagao consiste no colapso (rompimento) da ordem das moléculas dentro dos
granulos de amido com mudangas irreversiveis nas propriedades, como o aumento
dos granulos, fusdo de cristais, perda da ordem cristalina, aumento da viscosidade
(SINGH et al., 2003; BENINCA, 2008). Na temperatura de gelatinizagao as ligagoes
de hidrogénio entre as cadeias de amilose e amilopectina tornam-se mais fracas e
sdo rompidas, promovendo redugao da cristalinidade, o que possibilita a entrada de
agua e inchago dos granulos (HOOVER, 2001). Essas temperaturas de
gelatinizagdo variam entre os amidos de diferentes fontes (CINELLI, 2012).

Singh et al. (2003), Aimeida et al. (2011) e Shariffa et al. (2009) encontraram
uma faixa de gelatinizacdo entre 56 - 79°C para o amido de diferentes matrizes.
Pedrenho et al. (2008) citam que na industria o intervalo entre 80 a 85°C é o mais
utilizado para esse fim. Estas diferencas de temperaturas entre os diferentes amidos
podem ser atribuidas a diferengas no grau de cristalinidade (CINELLI, 2012).

Segundo Pedrenho et al. (2008) temperaturas acima de 100°C ou até de 120
a 130°C sob pressdao por 2 duas horas tem a capacidade de desenovelar
completamente as cadeias, tornando-o assim mais susceptivel a hidrolise. Em
contrapartida, Hoover (2001) e Singh et al. (2003), afirmam que temperaturas
elevadas aumentam substancialmente o grau de cristalinidade e consequentemente
a maior estabilidade estrutural das cadeias, levando uma maior resisténcia dos
granulos de amido a gelatinizagao.

Ao se diminuir a temperatura de uma dispersdao de amido, depois de
aquecida, pode-se em certas circunstancias, observar o fendmeno de retrogradacao
ou regeneragao que corresponde a volta para a condi¢ao de insolubilidade, com
formacdo de agregados cristalinos, devido a tendéncia das cadeias de amilose,
principalmente, se reassociarem (PEDRENHO et al., 2008). Isso se deve, segundo
Hoover (2001), as interagdes moleculares principalmente as ligagées de hidrogénio
da cadeia de amido.

Segundo Atwell et al.(1988) apud Beninca (2008) a retrogradacdo do amido é
a reassociagao das moléculas de amido numa estrutura de duplas hélices, portanto,
mais ordenada que sua antecessora, tornando-se menos soluveis. A retrogradacao €
um fendbmeno parcialmente reversivel por aquecimento do material cristalizado. No

entanto, repetidos ciclos de retrogradacdo levam a formacdo de um material
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irreversivelmente insoluvel (PEDRENHO et al.,, 2008). Sob condi¢cbes favoraveis,
esta estrutura ordenada pode se desenvolver em uma forma cristalina, formando
particulas de maior tamanho que, por essa razéo, podem precipitar (CINELLI, 2012).

Azzini (1984) cita que diferentes autores ja pesquisaram o teor de amido no
colmo do bambu, esses resultados variam entre 3,38% a 45% de acordo com a
espécie e o método de determinagéo.

A degradagao do amido em agucares mais simples pode ser realizada por via
quimica ou enzimatica através da hidrdlise, esse processo também € conhecido
como sacarificagdo. O processo hidrolitico adotado dependera diretamente: da
matriz onde o amido se encontra, produto final oriundo desses acgucares e

viabilidade econdmica do processo.

3.4.2 Liberagao do Amido

Na célula vegetal, o amido é armazenado em granulos microscépicos que nao
sdo afetados de maneira perceptivel pela agua fria e sdo resistentes também ao
ataque enzimatico. No entanto, se a parede externa da célula for rompida por algum
método mecanico (por exemplo, moagem) e tratada com agua aquecida, os granulos
ainda intactos absorvem agua, incham e iniciam um processo de desintegracao,
assim a amilose e amilopectina passam para a solu¢ao (PEDRENHO et al. 2008).

O amido é classificado em fungdo da sua estrutura fisico-quimica e da sua
susceptibilidade a hidrélise enzimatica. Segundo Fani (2013), o amido do bambu
pode ser assim classificado como amido resistente do tipo 1, isto €, os granulos sao
fisicamente inacessiveis na matriz devido as paredes celulares (parénquimas)
impedindo ou retardando a agdo de enzimas.

Azzini e Gondim-Tomaz (1996) e Azzini (1983) concluiram em seus estudos
que o desfibramento do bambu na presenca de agua é uma etapa essencial para a
liberagdo do amido na solugéo, pois, como citado no item 3.3.1, o bambu armazena
o amido no colmo em células parenquimatosas, que por sua vez sao compostas por
fibras dificultando assim a migracdo do amido sem que haja nenhuma acgao
mecanica. Azzini e Arruda (1986) investigaram tempo, proporgao solugao/matéria
vegetal, temperatura da agua para desfibramento e outros parametros para melhor
eficiéncia nessa etapa do processo.
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A desfibragem dos cavacos é praticamente a unica etapa que deve ser
incluida no processamento normal do bambu visando a producéo de celulose. Para
a extracdo do amido essa etapa é decisiva, pois € durante o desfibramento
longitudinal dos cavacos que grande parte dos granulos de amido séo liberados das

células parenquimatosas e arrastados pela agua (AZZINI; ARRUDA, 1986).

3.4.3 Hidrolise Acida

3.4.3.1 Generalidades, Interferentes e Subprodutos

A hidrédlise quimica e enzimatica em lignoceluloses s&o estudadas
extensivamente por décadas. A oportunidade de se obter agucar fermentescivel em
fontes renovaveis parece ser um caminho atrativo. A obtencdo de acucar da
lignocelulose de produtos residuais de industrias agricolas é conveniente porque
contém uma grande quantidade de lignina (CURRELI et al., 2002).

Dentre os diferentes métodos de pré-tratamento, a hidrdlise dos acucares
presentes na fragdo hemicelulésica de materiais lignocelulésicos com acido diluido
(sulfurico, nitrico ou cloridrico) tem se mostrado bastante eficiente, sendo também
rapida e simples e tem sido citado como o melhor tipo de pré-tratamento para
residuos industriais (SILVERSTEIN et al., 2007; RAMOS, 2003; PARAJO;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 1998). Segundo Gurgel (2010) os processos de
hidrélise acida diluida sao aqueles realizados com concentragdes do acido menores
que 5% (m/v), enquanto os concentrados sdo aqueles acima de 5% (m/v). Acidos
concentrados sao téxicos, perigosos, corrosivos, requerendo reatores resistentes a
corrosao. Além disso, os acidos concentrados devem ser recuperados apos a
hidrélise a fim de tornar o processo economicamente viavel (SIVERS e ZACCHI,
1995).

O tratamento com solugdes acidas necessita de quantidades adequadas de
agua para que sua eficiéncia seja elevada. Isto porque, o acido em meio aquoso
dissocia-se formando o ion hidroxénio, o qual é transportado para o interior da
biomassa a fim de promover a quebra das ligagdes glicosidicas (GURGEL, 2010;
HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Existem, basicamente, dois tipos de tratamento com acido diluido: tratamento
com elevadas temperaturas (superiores a 160°C) em processo de fluxo continuo
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para baixa concentragcéo de solidos (5 - 10 % peso de substrato/peso de mistura de
reacdo) e tratamento com baixa temperatura (inferior a 160°C) em processo por
batelada e alto teor de sélidos (10 — 40%). A hidrdlise acida diluida em condi¢des
menos severas pode atingir altas taxas de conversdo de xilanas em xilose; ja
quando altas temperaturas sdo empregadas, a hidrdlise da celulose é favorecida
(MCMILLAN, 1994). Um fator importante a ser considerado é que durante a hidrédlise
acida diluida, dependendo das condi¢gdes empregadas, compostos secundarios dos
agucares e da lignina podem ser gerados, inibindo o crescimento de microrganismos
fermentadores que serdo utilizados posteriormente a esta etapa (Figura 22)
(MUSSATO; ROBERTO, 2004).

Segundo Palmqvist e Hahn-Hagerdal (2000) apud Barcelos (2012) quando
altas temperaturas e pressdes sao utilizadas no pré-tratamento, xilose e glicose
podem ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural (5-hidroximetilfurfural ou 5-
HMF), respectivamente, os quais podem ser posteriormente degradados em &acido
férmico e levulinico, respectivamente. Além desses compostos outras substancias
toxicas para os microrganismos podem ser formadas durante a hidrélise com
compostos fendlicos que sdo gerados a partir da quebra parcial da lignina, acidos
siringico, vanilico, palmitico, entre outros.

A hemicelulose normalmente € muito mais suscetivel a hidrélise acida do que
a celulose. Quantidades superiores a 85% de glicose podem ser obtidas da
hemicelulose em condigbes de reacgao relativamente amenas, com apenas uma
pequena parte da celulose sendo convertida a glicose. Condigées mais severas sao
necessarias para atingir niveis altos de glicose a partir da celulose, no entanto, elas
levam a degradacéo do acgucar liberado da hemicelulose, que se encontra no meio
reacional, resultando em produtos secundarios indesejados, fortes inibidores da
fermentacao (furfural, 5-HMF, acido acético, acido férmico, acido 4-hidroxibenzaico,
acido vanilico, fenol, formaldeido e outros) (BRETHAUER; WYMAN, 2009).

Delgenes et al. (1996) apud Barcelos (2012) mostraram que concentracdes
de furfural de 0,5; 1,0 e 2,0 g/L reduziram o crescimento de Scheffersomyces stipitis
em 25%, 47% e 99%, respectivamente. Este mesmo estudo com concentragbes de
5-HMF de 0,5; 0,75 e 1,5 g/L mostrou uma reducdo de 43%, 70% e 100% no
crescimento de Pichia stipitis, respectivamente. Lohmeier-Vogel et al. (1998) apud
Saito (2005) observaram o efeito individual e combinado de furfural, 5-HMF e acido
acético durante a fermentacao de xilose por Pichia stipits e Pachysolen tannophilus.
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Foi observado para Pachysolen tannophilus que quando o meio continha furfural (0,3
g/L), 5-HMF (0,9 g/L) e acido acético (10,9 g/L), sendo estas concentra¢des similares
as encontradas no hidrolisado hemicelulésico de madeira, obteve-se da
concentragéao inicial de xilose (20 g/L) apenas 3% convertida para etanol, 15% para
xilitol e o restante para a formacdo de biomassa CO». Individualmente o

comportamento foi diferente para cada microrganismo.
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Figura 22 — Hidrdlise acida de 4-O-metilglucuronoxilano (composto da hemicelulose)
e Celulose provenientes de madeiras duras sob o tratamento steam explosion. (1)
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celooligomeros; (9) furfural; (10) 5-hidroximetilfufural; (11) acido levulinico; (12)

furano e (13) acido 2-furdico
Fonte: Ramos, 2003
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Taherzadeh (1999) apud Saito (2005) descreve alguns inibidores para
Saccharomyces cerevisiae, levedura utilizada para fermentagdo etandlica. A alta
concentragdo (por volta de 10 g/L) de inibidores como acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural, decresce o rendimento na producao de etanol. O efeito do acido
acético depende de sua concentracdo maxima que € de 5 ¢g/L, ja em baixa
concentragdo 1 g/L ndo possui grande influéncia na fermentacdo do produto. Os
compostos formados pela degradacdo da hexose e da pentose, furfural e
hidroximetilfurfural, inibem a levedura quando estdo em concentragdo de 4 g/L.
Alves et al. (2014) utilizando-se da mesma levedura em uma fermentagédo do
hidrolisado de madeira de eucalipto, concluiram que apenas o 5-HMF e furfural ndo
sd0 0s unicos agentes responsaveis pela mudanga metabdlica do microrganismo
reduzindo o rendimento em etanol.

Dependendo das concentragdes de compostos téxicos, o hidrolisado pode
necessitar de algum tipo de tratamento de desintoxicagdo, como por exemplo, o
emprego de resinas de troca ibnica, carvao ativado, enzimas ligninoliticas, pré-
fermentagdo com fungos filamentosos, tratamentos com alcalis ou sulfitos, entre
outros (MUSSATO; ROBERTO, 2004).

Neste sentido, Sun e Cheng (2002), definem que um bom pré-tratamento de
lignocelulésicos atende requisitos como: melhorar a formagao de agucares, evitar a
degradacao de compostos desejaveis, mitigar a formagao de subprodutos inibidores
do processo fermentativo subsequente e garantir a melhor viabilidade econdémica
para o processo. Corroborando o item 3.3.2 que segundo Azzini et al. (1987b), o teor
de amido do bambu é um grande interferente na fabricagdo de celulose, reduzindo o
rendimento se comparado ao eucalipto e o pinus, entretanto, com um tratamento
adequado juntamente com o conceito de biorrefinaria (item 3.3.3) atenderia os
conceitos determinados por Sun e Cheng (2002) tornando o bambu mais viavel
economicamente como matéria-prima para tal finalidade.

Com tais pontos levantados se mostra viavel a tentativa de sacarificar o amido
do bambu com processo hidrolitico apos tratamento mecéanico para a liberagao dos
granulos, porém, existe a possibilidade real da formagao sinérgica de inibidores
fermentativos principalmente advindos da hemicelulose, entretanto, com o
tratamento adequado podem ser minimizados ou até recuperados, visto que, furfural
e 5-HMF sdo com compostos de valor agregado em diversos segmentos do setor

quimico.
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3.4.3.2 Hidrolise do Amido

Uma alternativa de transformacéo de residuos amilaceos em coproduto € a
producéo de etanol a partir de residuos agroindustriais, que além de reduzir os
impactos ambientais desta atividade, ainda aumenta a producdo da industria
alcooleira (NUNES, ARAUJO; GUARDA, 2014).

De acordo com o Lundubwong e Seib (2000), o amido é rotineiramente
removido, dentre outros componentes na industria de celulose pelo método alcalino,
isto é, utiliza-se uma solugcdo de alcali forte para a remocdo das substancias
indesejaveis, esse fluido € denominado licor negro. Como visto anteriormente, o
bambu por possuir teores consideraveis de amido perante outros materiais
lignocelulésicos, diminui o rendimento em celulose e aumenta o consumo desses
alcalis.

Este amido nao é passivel de fermentacao pela levedura alcodlica e necessita
de transformacdo a mono e dissacarideos fermentaveis que podem ser obtidas via
acida ou enzimas amilases, processo denominado hidrélise, etapa imprescindivel a
formacao de acucar redutor, necessaria a fermentacédo (BRINGHENTI e CABELLO,
2005). Surmely et al. (2003) relatam inumeras vantagens da hidrolise enzimatica a
acida como: menor gasto enérgico do processo, menor produgado de subprodutos
indesejados e menor producdo de sal na neutralizagao, porém, se confronta com o
alto valor do investimento inicial, das enzimas utilizadas, da mao de obra mais
especializada e de laboratério mais sofisticados, tornando-se assim uma restricao
para esse processo.

Atualmente, a hidrélise com acido diluido vem sendo amplamente abordada
na literatura, sendo os 4cidos, sulfurico (H2SO4) e o cloridrico (HCI) normalmente os
mais empregados (XIANG, 2002). Um maior interesse na utilizacdo destas solugdes
diluidas reside no beneficio econémico proporcionado por este processo, ja que o
baixo consumo de acido diminui os custos com matéria-prima e equipamentos,
devido a menor corrosividade destes (GURGEL, 2010).

O processo de hidrolise acida realizado por Saito (2006) aponta o tratamento
hidrotérmico, sob condi¢gdes de catalise acida (H2SO4), do amido residual do farelo

de mandioca para produgdo de hidrolisado rico em glicose com a finalidade de
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posterior fermentagcdo do mesmo e, obteve uma recuperacdo do amido residual de
102,9%.

A cinética de clivagem das ligagdes glicosidicas por acidos depende
basicamente da concentracdo e do tipo de acido utilizado, assim como da
temperatura, tempo do processo e consisténcia dos granulos (PEDRENHO et al.,
2008; BARROS, 1984) . A hidrdlise acida do amido é considerada, em linhas gerais,
como aleatdéria porque todas as ligagbes glicosidicas do amido sao igualmente
susceptiveis a clivagem, levando a formagado de a-D-glicose. No entanto, existem
informagdes que, em condigbes ndo muito energéticas, as ligagdes a-1,6 sédo 1 a 10
vezes mais resistentes ao rompimento que as ligacdes a-1,4 e que as ligagdes mais
internas resistem um pouco mais (cerca de 1,8 vezes) que os terminais redutores da
molécula (PEDRENHO et al., 2008). Barros (1984) descreve que a formagéo de
mono e oligossacarideos se da no final da cadeia de amido, e que, a formagao de D-
glicose, maltose e maltotriose e praticamente idéntica no primeiro estagio da
hidrdlise (Figura 23).
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H H OH HO+ H H H
OH H OH H OH H OH H OH H OH H
nH OH
a- Amilose N[dltO[I 108¢
CH “sOH CH»>OH CH )OH
C
OH
HO
> HO OH H OH H OH H
OH
Maltme Gluc,ose

Figura 23 — Etapas da hidrolise da amilose
Fonte: www.ice.ufrrj.br/posgrad/pdf/Arquivos_II_ENC/terca/ProfNelson1.pdf

Com a obtencao da solugdao com carboidratos mais simples, provenientes da
hidrdlise acida do amido contido na biomassa vegetal do bambu, se faz necessaria a

fermentacao para obtengao de bioetanol.
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3.4.4 Fermentacgao Alcodlica

A fermentacédo alcodlica é uma transformagéo bioquimica de glicidios a etanol
e CO2 levada a cabo pela célula viva, em particular por células de leveduras, fungo
amplamente distribuido na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em
condi¢des aerdbias ou anaerobias (PEREIRA JR., 2008 apud BARCELOS, 2012).
Historicamente, os microrganismos mais comumente utilizados na fermentagao
alcodlica tém sido as leveduras do género Saccharomyces e, dentre essas,
Saccharomyces cerevisiae a principal espécie (CINELLI, 2012).

As leveduras sao organismos eucariotos e suas estruturas correspondem
basicamente aquelas de outras células eucaridticas. As células sio esféricas,
elipticas ou cilindricas, variando grandemente em suas dimensdes. A reprodugao
ocorre por gemagao, esporulacdo ou fissdo, sendo mais comum a gemagao ou
brotamento (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Entre os acgucares fermentesciveis pelas leveduras estdo os
monossacarideos glicose, frutose, manose e galactose, bem como os dissacarideos
maltose e sacarose e os trissacarideos rafinose e maltotriose (dependendo da
cepa). Polissacarideos como amido e celulose ndo sdo metabolizados por leveduras
(RUSSELL, 2003).

A produgao de alcool etilico no Brasil ultrapassa 28 bilhdes de litros, e
levando-se em consideragdo que a principal via de obtencdo deste produto é
derivada de processo fermentativo, tem-se uma grande preocupagéo com o agente
responsavel pela fermentagcdo (BARCELOS, 2012; CONAB, 2015).

Jones et al. (1981) descrevem que as leveduras dos géneros Saccharomyces
e Kluyveromyces e a bactéria Zymomonas mobilis sdo 0s microrganismos mais
propicios a produgcao de etanol a partir de hexoses, o0 mesmo também cita que a
espécie Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces uvarum (S. carlsbergensis) se
destacam nesse género.

Porém, segundo Cinelli (2012) o género Saccharomyces além de possuir
caracteristicas descritas por Pereira Jr. et al. (2008) de suma importancia para o
bioprocesso em escala industrial como: conversao rapida de subtrato em produto,
alto rendimento, tolerancia alcodlica, estabilidade sob condi¢des de elevada presséao

osmotica e robustez a inibidores, sao consideradas como GRAS (generally
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recognized as safe), isto €, podem ser utilizadas também em alimentos para
consumo humano como aditivo.

A principal via metabdlica envolvida na produ¢do do etanol em leveduras é a
via glicolitica (Embden-Meyerhof): uma sequéncia de reagbes catalisadas por
enzimas, em que para cada molécula de glicose metabolizada, duas moléculas de
piruvato sdo produzidas no citoplasma da célula (Figura 24) (BAlI; ANDERSON;
MOO-YOUNG, 2008).
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Figura 24 — Via metabdlica da fermentacao de etanol em S. cerevisiae. Abreviagdes:
HK: enzima hexoquinase, PGI: fosfoglucoisomerase, PFK: fosfofrutoquinase, FBPA:
frutose bifosfato aldolase, TPI: triose fosfato isomerase, GAPDH: gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, PGK: fosfoglicerato quinase, PGM: fosfoglicomutase, ENO:
enolase, Pyk: piruvato quinase, PDC: piruvato descarboxilase, e ADH: alcool

desidrogenase
Fonte: Bai, Anderson e Moo-Young., 2008

Quando o oxigénio é suficiente e a concentracao de substrato é baixa, pouco
ou nenhum etanol é produzido e a levedura segue a fosforilagdo oxidativa

(respiracdo aerobia), com o oxigénio como aceptor final de elétrons. Os acucares
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sdo utilizados para produgéo de energia e crescimento celular. Entretanto, quando
ha a auséncia de oxigénio (anaerobiose) ou alta concentragdo de glicose, o etanol é
o principal produto final (CINELLI, 2012)

Em anaerobiose (Equagao de Gay-Lussac)
CeH1206 + 2 P + 2 ADP — 2 C2HsOH + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H20 + 57 kcal

Segundo Ribeiro, Lopes e Ferrari (1987) apud Saito (2005) as células de
leveduras apresentam necessidades nutricionais durante o processo fermentativo,
as quais influenciam diretamente na multiplicacdo e no crescimento celular e
também na eficiéncia da transformacdo de acgucar em alcool. As leveduras sao
capazes de assimilar, mono, di e trissacarideos e como sao aerdbias facultativas, os
produtos finais da metabolizacdo dos acucares irdo depender das condi¢coes
ambientais em que ela se encontra. Uma fracdo do agucar é transformado em:
biomassa, CO2 e H,O em aerobiose, a maior parte € convertida em etanol e CO2 em
anaerobiose (fermentagcdo alcodlica). Juntamente com o etanol e CO2 o
metabolismo anaerdbio permite a formagao e excrec¢ao de glicerol, acidos organicos
(succinico, acético, piruvico e outros), alcodis superiores, aceltaldeidos, acetoina,
etc. e simultaneamente ocorre o crescimento das leveduras. Estima-se, que 5% do
agucar metabolizado pela levedura seja desviado para gerar tais produtos
secundarios da fermentacao.

Os subprodutos, tais como glicerol, acidos organicos e alcodis superiores, sao
produzidos em pequena quantidade em relagdo a quantidade de etanol. A produgao
destes subprodutos, bem como o crescimento e manutengao celular,
inevitavelmente, direciona intermediarios da via glicolitica para as vias metabdlicas
correspondentes, diminuindo a produgcdo de etanol. Na industria, a eficiéncia de
conversao em etanol, calculada tendo como referéncia o rendimento de 51,1%,
chega a 90-93 %, devido, principalmente, ao crescimento celular e a producao de
produtos finais de metabolismo secundario (INGLEDEW, 1999).

A producao de glicerol por fermentagcao de levedura é conhecida desde as
investigacdes de Pasteur em 1858 (Tabela 3) (CINELLI, 2012). A sua formagao esta
ligada a producdo de succinato e de acetato, compostos cuja sintese esta
acompanhada de uma producao de NADH (BARRE et al., 2000).
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Tabela 3 — Proporgéo dos diversos produtos da fermentagéo alcoodlica, em g/100g
de glicose metabolizada, de acordo com varias fontes e para diferentes eficiéncias

fermentativas.
Produtos da Pasteur Jackman, 1987 Basso et al. 1996
fermentacio (rendimento 95%)  (rendimento 90-95%) (rendimento 85-92%)
Etanol 48,5 45,0-49,0 43,0470
Gas carbonico 46,4 43,0-47,0 41,0-45,0
Glicerol 33 2,0-5,0 3,0-6,0
Acido succinico 0,6 0,5-1,5 03-12
Acido acético - 0,0 1,4 0,1-0,7
Oleo fisel - 0,2-0,6 -
Butilenoglicol - 0,2-0,6 -
Biomassa (massa seca) 1,2 0,7-1,7 1,0-2,0

Fonte: Lima et al., 2001

Em Saccharomyces cerevisiae, o glicerol € um subproduto da fermentacgéo

alcodlica, com o papel de manter o balangco redox citossdlico da célula,

especialmente em condicbes anaerdbias, compensando reagdes celulares que
produzem NADH (VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986). O glicerol atua, ainda, na

pressao osmoética do meio e seu acumulo € muito importante para a sobrevivéncia

durante o estresse osmético. O aumento da temperatura, entre outros estresses, faz

com que a ceélula de levedura produza maiores quantidades de glicerol.

Industrialmente, em uma fermentagao de etanol combustivel, os niveis de glicerol
podem chegar a 15 g/L (RUSSELL, 2003).

CH,.0, + 2P, + 2ADP —> 2C,H.OH + 2CO, + 2ATP + 2H,0

Glicose

MM 180

—> 2etanol + 2 dioxido de carbono

2 x 46 2x44
51,1 % 489 %

Figura 25 — Rendimento tedrico da fermentacao anaerdbia
Fonte: Cinelli, 2012

Desta forma, em condicbes anaerébias ou em elevada concentragdao de

glicose, o piruvato € convertido a etanol com a liberagdo de didxido de carbono.

Teoricamente, pode ser obtido até 51,1 % de etanol e 48,9 % de CO2 em base
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massica (Figura 25), em relac&o a glicose metabolizada, e, ainda, s&o produzidos na
glicdlise dois moles de ATP (adenosina tri-fosfato) por mol de glicose, usados para a
manutencgao energética das células (CINELLI, 2012). O etanol representa o produto
principal da fermentagéo alcodlica e pode alcangar concentragdes extracelulares de
até 12 a 14% de volume em fermentagdo normal (BARCELOS, 2012).

Outras fontes nutricionais como as vitaminas tais como biotina, riboflavina,
niacina, tiamina, entre outras, sdo importantes reguladores e cofatores de diversos
processos metabdlicos. Entre os ions inorganicos que atendem a demanda pelos
macro e micronutrientes necessarios para o crescimento de leveduras, estdo o
fésforo e o enxofre, além de importantes cations, como zinco, manganés, magnésio,
calcio, cobre, potassio e ferro (CINELLI, 2012).

As leveduras sdo capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura
(entre 5°C e 43°C) (Figura 26). Algumas cepas comerciais alcooleiras apresentam
boa capacidade de fermentacdo em temperaturas da ordem de 32-35°C. Em altas
temperaturas a atividade metabdlica diminui rapidamente. As leveduras preferem um
pH acido e seu pH ideal é 5,0-5,2, mas cepas de cervejaria e alcooleiras sao
capazes de apresentar um bom crescimento na faixa de pH de aproximadamente
3,5 a 6,0 (RUSSELL, 2003).

Alguns fatores podem influenciar diretamente a fermentagcédo além da falta de
micro € macro nutrientes. Segundo Porto (2005) dois efeitos que apresentam efeito
inibitério na taxa de crescimento da levedura é o etanol (produto) quando acima de
10% p/v e o subtrato este acima de 150 g/L.

Durante o pré-tratamento do material lignocelulésico ou nos processos de
hidrélise catalisada por acidos, ndo somente se obtém os agucares provenientes da
hidrélise e dissolugao da celulose e hemicelulose. Por causa das altas temperaturas
e condi¢gdes acidas nas que se desenvolvem estes pré-tratamentos, se originam
uma série de compostos que podem atuar como inibidores potenciais da
fermentagdo. A natureza e concentragdao destes compostos dependem do tipo de
matéria-prima (conteudo percentual de celulose, hemicelulose e lignina), do pré-
tratamento utilizado, das condigdes do processo (temperatura e tempo de reagao) e
do emprego ou nao de catalisadores acidos. Os produtos de degradagao, que sao
potenciais inibidores da fermentagéo, se agrupam em trés categorias (PEREIRA JR.
et al., 2008): derivados do furano, acidos alifaticos de baixa massa molecular e
derivados fendlicos.
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Figura 26 — Curva tipica de crescimento de levedura
Fonte: Russell, 2003

Em consequéncia das altas temperaturas empregadas nos pré-tratamentos,
0s agucares originados na hidrolise, principalmente da hemicelulose, se degradam
originando os compostos derivados do furano: o furfural, formado a partir da
degradacdo das pentoses (xilose e arabinose) e o 5-HMF, formado como
consequéncia da degradagado das hexoses (glicose, manose e galactose). Por sua
vez, estes dois compostos podem-se degradar a outros produtos. O furfural pode se
degradar a acido formico ou se polimerizar. O 5-HMF origina quantidades
equimoleculares de acidos férmico e levulinico. Ademais destes dois acidos
alifaticos (férmico e levulinico), forma-se acido acético procedente da hidrdlise dos
radicais acetila da hemicelulose. O teor destes inibidores no licor, apés o pré-
tratamento depende da natureza do material lignocelulésico empregado
(BARCELOS, 2012).
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Os estudos foram realizados segundo o fluxograma descrito na Figura 27.

ApoOs coleta e limpeza (remogao das folhas e ramas), os colmos do bambu foram

picados, convertidos a cavacos e encaminhados a secagem. A 12 Etapa dos

experimentos foi avaliar a remocdo do amido do colmo por dois sistemas de

remogao com agua quente: aberto sem pressdo e semiaberto com pressdo de

1Kgf/cm?. Seguindo a 22 Etapa, outras variaveis e etapas dentre elas a moagem da

matéria-prima, desfibramento e hidrélise acida sob pressdo de 1Kgf/cm? foram

estudadas e comparada. As fragdes liquidas resultante foram neutralizadas e aquela

de maior teor de agucares redutores totais foi adicionada de nutrientes, esterilizada e

fermentada com S. cerevisiae. As fracdes fibrosas resultante dos experimentos

foram separadas por filtragdo e as mais relevantes tratadas e caracterizadas junto a

amostra in natura em po.
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Figura 27 — Fluxograma geral do estudo realizado
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Os experimentos com analises cromatograficas foram realizados no
Laboratério de Cromatografia do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), a termogravimetria (TGA) no
Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas - UFPE, a microscopia eletrénica de varredura (MEV) na Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental — UFPE e as demais foram
conduzidas nos laboratérios de Farmacia Viva e Bromatologia do Centro Académico
de Vitdria (CAV) - UFPE.

4.1 MATERIA-PRIMA

Os colmos de bambu da espécie Bambusa vulgaris foram coletados em 20
de maio de 2015 e 08 de novembro de 2015 no distrito de Bonanca, pertencente ao
municipio de Moreno no estado de Pernambuco. Os colmos, apds coleta, foram
processados em um triturador de residuos organicos mostrado na Figura 28 (marca
Trapp; modelo TR200) se tornando cavacos (Figura 29), entretanto, por conta da
limitagdo do equipamento, apenas colmos com no maximo uma polegada (1”) foram
triturados. Para a transformacado em pé (Figura 30), os cavacos foram pulverizados

em moinho de facas tipo Wiley (Solab; SL32).

Figura 28 — Triturador utilizado para os colmos do bambu
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Figura 29 — Colmos do bambu apds trituragdo em cavacos

Figura 30 — Colmos do bambu apds pulverizagéo

ApOs processamento, o primeiro lote de cavacos foi armazenado em caixa
tipo box feita em polietileno de alta densidade. Devido ao lacramento da caixa,
passadas 48 horas a amostra se mostrou com odor de silagem?® e visivel proliferagéo
microbiolégica sendo assim descartada. Por conta do ocorrido, o segundo lote de
cavacos foi posto em estufa de aquecimento com circulagao forgada (Fanem; 320e)
a 60°C £ 5°C por 60 horas logo apds seu processamento, com a redugdo de

umidade foi possivel uma estocagem adequada do material.

5 Produto final da fermentacdo da massa de forragem sem a presenca de oxigénio, realizada por bactérias, que
consomem, principalmente, os aglcares disponiveis no material.
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Antes das analises o bambu processado (cavaco e po), mais uma vez foi
submetido ao tratamento térmico, desta vez em estufa (Sterilifer; SX) a 105°C £ 5°C
até peso constante para a total remog¢ao da umidade, para que as determinacdes

sejam calculadas em base seca.

4.2 REMOCAO DO AMIDO

A remogédo do amido na biomassa vegetal teve como finalidade a obtencgéo
direta ou indireta desse carboidrato, para posteriormente ser utilizado como fonte de
carbono na fermentagao e producdo de etanol, assim como, promoveu a remogao
de um interferente na producéo de papel e celulose quando utilizado o bambu como

matéria-prima para esse fim.
4.2.1 Extragdo com Agua

A extracao teve como objetivo a remogao e quantificagdo de todo o amido da

matriz de forma direta apenas utilizando agua quente (95°C + 5°C) como solvente.
4.2.1.1 Pré-Avaliagdo na Decocg¢do do Bambu em Sistema Aberto

Foi realizado inicialmente testes com o objetivo de avaliar a possibilidade de
se extrair o amido do bambu apenas com agua e calor e posteriormente hidrolisa-lo.
Para isso, 100g de amostra em forma de cavacos foi utilizada para 900ml de agua
(1:9), essa mistura foi posta em Becker de 1000ml e levado a banho-maria
(Tecnal;Te-056mag) ja pré-aquecido a 95°C + 5°C. A mistura foi agitada com bastao
de vidro de 10 em 10 minutos até o tempo de 60 minutos. Decorrido o tempo, a parte
insoluvel (fragao fibrosa) foi retida em peneira apds filtracdo e o extrato (fracéo
liquida) recebido em Becker de 2000ml. O procedimento foi repetido mais uma vez.
Apos total escoamento do extrato, a fracdo fibrosa desta vez foi lavada com agua
fervente (95°C = 5°C) utilizando-se 5 (cinco) por¢des de 220ml até completar-se
1100 ml, volume pelo qual o teste do iodo em solugao alcodlica a 1% (m/v) ndo
detectou mais a presengca de amido nem no extrato nem no bagago. Os extratos
obtidos desse procedimento foram evaporados em estufa a 45°C até a soma deles
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alcarem um volume menor que 2000ml. As solugdes extraidas foram unidas em
baldo de 2000ml e com agua destilada aferido.

O amido extraido foi quantificado de forma direta seguindo a metodologia
descrita por Figueira e Hirooka (2000) com modificagbes. O procedimento foi
realizado adicionando em tubo de ensaio 0,5 ml da amostra, 0,45 ml da solugcao
indicadora (1,67 ml de acido cloridrico concentrado + 3,6g iodeto de potassio +
1,279 de iodo ressublimado e completado para 1000ml com agua destilada) e 5 ml
de agua destilada. O tubo foi agitado em vértex e lido em 640nm no
espectrofotometro (ThermoScientific; Genesys 10S UV-Vis). Os pontos da curva
para essa determinacdo foram calculados pelas diluicbes a partir de uma solugao-

mae de amido soluvel PA 1% (g/L).

4.2.1.2 Decocgdo do Bambu em Sistema Semiaberto Sob Pressdo

A extracdo com adicao da pressdo em sistema semiaberto foi avaliada para
possivel melhoria na eficiéncia do processo em comparagao ao anterior. Deste
modo, foi realizada, antes das decocgdes, o procedimento de desfibramento que,
segundo Azzini e Gondim-Tomaz (1996), sao indispensaveis ao processo. A
proporcao de 66,6g de bambu em forma de cavacos para 2000ml de agua (1:30) foi
adotada que, segundo Azzini e Arruda (1986), se mostrou a melhor proporgéo
massa/amostra para essa matriz.

O desfibramento foi realizado em liquidificador industrial (Siemsen; Skymsen)
com amostra previamente pesada (66,6g) por 90 segundos e 600ml de agua
destilada (Figura 31). Com o auxilio de mais 400ml de agua a pasta formada foi
transferida para o reator e ao mesmo foi adicionado mais 1000ml de agua tornando-
se a proporcao estabelecida de 1:30. Foi empregado a pressao de 1 kgf/cm?, o
tempo de 60 minutos (apds atingida a pressao de trabalho) e temperatura de 121°C
para cada extracdo. Passado o tempo, o material foi filtrado em peneira revestida
com um tecido de algodao tipo chita. Apds cada extragdao, uma pequena aliquota da
fracao liquida foi tomada e a essa adicionada uma solugao de iodo a 1% (m/v) para
avaliagdo da presenga/auséncia de amido remanescente. As extragbes foram
repetidas até total remogado do carboidrato da biomassa vegetal, sendo seu teor
quantificado semelhante ao item 4.2.1.1. em cada uma das extragdes realizadas.
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Figura 31 — Bambu em cavaco: a) antes e b) depois do desfibramento

O reator supracitado foi confeccionado a partir de uma panela de pressao
com revestimento interno de Teflon®, capacidade nominal de trabalho 1 kgficm? e
volume total de 4500 ml, na mesma foi adaptado um mandémetro da marca Wika®
com escala de 0 a 10 kgf/cm? com subdivisées de 0,2 (Figura 32).

A biomassa vegetal residual do experimento foi seca em estufa a 105°C + 5°C
até remocéao total da umidade e encaminhada para caracterizagdo e analises de
Microscopia Optica, TGA e MEV juntamente a amostra de bambu in natura e outras

para a comparacgao de resultados.

Figura 32 — Reator confeccionado para os experimentos com mandémetro em
destaque
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4.2.2 Extracao e Sacarificagcao por Hidrélise Acida

Essa etapa teve como objetivo tentar remover todo o amido da matriz de
forma indireta, isto é, hidrolisando-0 a acucares mais simples utilizando um &cido
mineral diluido, calor e pressao.

As hidrélises acidas foram conduzidas pela composicdo de métodos descritos
por Azzini e Arruda (1986) e Azzini e Gondim-Tomaz (1996), com o incremento de
1kgf/cm? de presséo. Pedrenho et al. (2008) citam que o aumento da presséo, que é
sinérgico ao aumento da temperatura, estd em consonéncia ao aumento do

rendimento em glicose para a hidrélise do amido.

4.2.2.1 Hidrélise em Sistema Semiaberto Sob Pressao

O bambu foi hidrolisado por via acida em proporgao 1:30 (66,65g de biomassa
vegetal para 2000ml de solvente) em reator semiaberto sob diferentes condi¢des
seguindo um planejamento fatorial 2 em duplicata (Tabela 4), sendo as variaveis de
entrada a concentracido de acido sulfurico, tempo de reagao e forma. Antes de cada
batelada, todas as amostras foram desfibradas (item 4.2.1.2) e posteriormente
adicionado 1000 mL da solucdo acida com o dobro da concentracido de trabalho,
para que desta maneira, a concentragao de acido (Tabela 4) e a proporgéao 1:30 por
fim sejam atingidas. Diferentemente de Azzini e Arruda (1986) houve o incremento

de 1 kgf/cm? de pressao e a temperatura de trabalho foi 121°C.

Tabela 4 — Variaveis independentes do planejamento fatorial 23

Niveis
Variaveis independentes
- +
Tempo (min) 50 100
Concentracdo da Solugdo de H2SO4 (% v/v) 1 2

Forma Po Cavaco
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Apos a batelada, o sistema foi despressurizado rapidamente para a
ocorréncia de um flash® para a possivel remogdo ou minimizacdo dos teores de
furfural e 5-hidroximetilfurfural por arraste de vapor. A mistura foi filtrada em tecido
de algodao tipo chita sobreposto a uma peneira. Toda a fragéo fibrosa foi retida e o
extrato recebido em Becker de 2000ml, por sua vez, para possivel aumento de
rendimento, a fragdo fibrosa foi lavada com 3 porgdes de 100ml de agua fervente
(95°C + 5°C) cada e o tecido contendo a fragéo fibrosa prensado até total remogao
da fracao liquida. O resfriamento foi aguardado e a fragéo liquida transferida para
um baldo volumétrico de 2000 ml e com agua destilada aferido. No extrato
hidrolisado foi realizada a quantificagdo de agucares redutores totais (ART) pelo
método DNS descrito por Miller (1959) como variavel de resposta dos experimentos
do planejamento.

A partir dos resultados obtidos e tratados estatisticamente com a analise de
variancia (ANOVA), visando o menor custo e melhor rendimento para o processo foi
explorado uma variagdo da concentragao do acido (Tabela 5), foi mantido constante
o tempo e forma do ponto 6timo. Foi agrupado os novos e os resultados anteriores e

novamente foram tratados com ANOVA.

Tabela 5 — Explanacdo de uma das variaveis independentes
Niveis

Variavel

Concentracdo de HSO4 (% v/v) 0,5 5,0

Com agua destilada corrente foram lavadas, até a neutralizagdo do acido,
duas porgdes de aproximadamente 50g das fragdes fibrosas obtidas na hidrélise de
maior formacdo em ART e do experimento com a condi¢gao hidrotérmica e quimica
mais agressivas. Apos seca em estufa a 105°C £ 5°C as amostras seguiram os
testes citados no item 4.3 para comparagdao com a amostra in natura.

Os inibidores de fermentacdo furfural e 5-hidroximetilfurfural foram
mensurados por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com bomba

Millipore 510 e detector Dynamax UV-1 com coluna de fase reversa Hawlett-Packard

6 Processo de simples estagio que consiste na vaporizagdo, por redugdo da presséo, de uma fragéo
do material a ser separada, quando o material € multicomponente o vapor obtido & rico em
componentes mais volateis do que ¢é o liquido remanescente.
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RP-18 (C-18) usando a metodologia descrita por Gouveia et al. (2009) apenas no

ponto 6timo, ou seja, aquele de maior rendimento em ART.
4.2.2.2 Hidrélise em Sistema Fechado no Ponto Otimo (Teste de Eficiéncia do Flash)

Hidrolises acidas foram realizadas em frascos Schott® de 500ml para a
quantificacdo do teor de furfural e 5-hidroximetilfurfural. Os resultados foram
comparados aos do item 4.2.2.1. e foi medida a eficiéncia do flash.

As condi¢des de hidrdlises foram 1:30 (8,32g para 250ml de solugéo acida). O
tempo, concentragdo do acido e forma da biomassa vegetal utilizados foram a do
ensaio de melhor formacdo de acgucares redutores totais do item 4.2.2.1 e as

mesmas foram realizadas em autoclave (Phoenix; AV50).

4.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA VEGETAL

O bambu in natura foi caracterizado quanto aos seus teores de: celulose,
hemicelulose, lignina, extrativos, entre outros. Além da amostra in natura foram
caracterizadas as fracdes fibrosas provenientes dos itens 4.2.1.2 e 4.2.2.1, nesse
ultimo sendo duas amostras: uma proveniente da hidrélise de maior formagdao em
ART e outra na condi¢do hidrotérmica e quimicamente mais agressivas. Os

parametros analisados e seus métodos estao descrito no Quadro 3.

Quadro 3 — Parametros e metodologias adotadas para a caracterizagéo da
biomassa vegetal

Constituinte Metodologia
Celulose Araujo et al. (2013) e Gouveia et al. (2009)
Hemicelulose Araujo et al. (2013)
. Klason modificado por Rocha (1997) e
Lignina Total Gouveia et al. (2009)
Cinzas TAPPI T211 om-97

Extrativos Totais -

Extrativos em Hexano:Etanol (1:1) Francisco e Curvelo (2009)
Extrativos em Agua Quente Bonora, Almeida e Brito (2011)
Extrativos em Agua Quente apds Hexano:Etanol Bonora, Almeida e Brito (2011)

Umidade _
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Antes do inicio da caracterizagdo, 50g as amostras do item 4.2.2.1 foram
lavadas com &agua destilada corrente até a neutralizagdo do acido. Todas as
amostras envolvidas na caracterizagao foram encaminhadas a estufa a 105°C = 5°C
por 24 horas até remocao total da umidade, para que os calculos pudessem ser

realizados em base seca.

4.3.1 Celulose e Hemicelulose

Foi pesado em Becker, previamente tarado, 4g da amostra livre de extrativos
em balanga analitica (BEL; Mark210A) e foram adicionados: 55ml de agua destilada,
7ml de acido acético glacial e 10ml de Hipoclorito de Sédio a 6% . O Becker com a
amostra e reagentes foi encaminhado para o banho-maria a 75°C por 30 minutos
sendo agitado com bastao de vidro de 5 em 5 minutos. Apds o tempo determinado, o
conteudo do Becker foi vertido para um cadinho de vidro de placa porosa
previamente tarado e seco e se aguardou a fragdo liquida escoar. Esse
procedimento foi repetido 6 vezes até que o residuo soélido se apresentou
esbranquigado indicando o final da reagdo desejada. O cadinho de vidro de placa
porosa, contendo o residuo, foi lavado com 500ml de agua destilada e levado a
estufa a 105°C £ 5°C por 2 horas. Apds o tempo e o resfriamento o cadinho foi
pesado. O calculo realizado demonstra o teor de holocelulose (celulose +

hemicelulose).

Holocelulose (%) = x 100 (Eq.1.0)

Mfr—Mfv
Ma

Onde:

Mfr: Massa do funil com residuo

Mfv: Massa do funil vazio

Ma: Massa da amostra

A celulose foi determinada transferindo-se 2g do residuo da determinacao de
holocelulose para um Frasco de Erlenmeyer, ao mesmo foi adicionado 100ml de
hidroxido de potassio a 15% m/v fervente (95°C = 5°C). O conjunto foi levado a

chapa de aquecimento (Solab; LS-91) para ebulicdo suave por 30 minutos.
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Decorrido esse tempo, o material foi filtrado em papel de filtro (faixa preta)
previamente seco em estufa 105°C £ 5°C por 1 hora e pesado em pesa-filtro. A
fracdo liquida (hemicelulose) foi desprezada. A fragao solida retida no papel de filtro
(celulose) foi lavada com 200ml de agua destilada fervente (95°C = 5°C). O papel de
filtro com a celulose foi levado no pesa-filtro a estufa a 105°C = 5°C por 2 horas.
Apods o tempo e o resfriamento o conjunto filtro + pesa-filtro foi pesado. O célculo
realizado demonstra o teor de celulose e por diferengca pode-se obter o valor de

hemicelulose.

Celulose (% x 100 (Eq.1.1)

) _ Mpr—-Mpv
" Ma

Hemicelulose (%) = Holocelulose (%) — Celulose (%) (Eq.1.2)

Onde:
Mpr: Massa do papel de filtro + pesa-filtro com residuo
Mpv: Massa do papel de filtro + pesa-filtro vazio

Ma: Massa da amostra
4.3.2 Lignina Total

Foi pesado em Becker de 100ml, previamente tarado, 2g da amostra sem
extrativos, 10ml de H2SO4 a 72% (v/v) foi adicionado ao Becker e encaminhado para
o banho-maria a 45°C por 7 minutos sob agitacdo constante com bastdo de vidro.
Transcorrido o tempo o conteudo do Becker foi vertido para frasco Schott® de
500ml. Ao mesmo foi adicionado 275ml de agua destilada e foi autoclavado por
30min a 121°C.

Apos a remogao do material da autoclave e posteriormente resfriamento a
temperatura ambiente, foi filtrado em papel de filtro faixa preta (seco e previamente
pesado em pesa-filtro) sendo retida a fracdo sdlida (lignina insoluvel) e coletada a
fracdo liqguida em baldo volumétrico de 500ml lavando a fragdo sélida até o volume
demarcado. O baldo com a fracéo liquida foi reservado para a determinacédo da
lignina soluvel. A fragao sélida foi lavada com mais 2000ml de agua destilada para
total neutralizagdo do acido (pH=7,0) sendo medida com papel de tornassol. A
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lignina total foi obtida através dos procedimentos descritos nos itens 4.3.2.1 € 4.3.2.2

através da Equacao 2.0.

Lignina Total (%) = Lignina Insolivel (%) + Lignina Soltvel (%) (Eq.2.0)

4.3.2.1 Lignina Insoluvel

Apods a lavagem o papel de filtro contendo o residuo foi levado para estufa a
105°C £ 5°C em pesa-filtro até massa constante. O valor obtido correspondeu a

massa de lignina insoluvel com cinzas (Mk).

Mk(g) = Mpf — Mpv (Eq.2.1)

Onde:
Mpf: Massa do papel de filtro + pesa-filtro com residuo

Mpv: Massa do papel de filtro + pesa-filtro sem residuo

O papel de filtro com residuo depois da determinacdo de Mk foi transferido
para cadinho previamente seco e pesado para forno mufla (Quimis; Q318M21). Em
paralelo, uma prova em branco (triplicata) do papel de filtro foi levada para
calcinagdo. Uma rampa de aquecimento foi programada da seguinte maneira: 200°C
por 1h, 400° por 1h e 800°C por 2h o tempo para cada patamar foi contabilizado a
partir do alcance da temperatura estabelecida. O material da mufla foi removido
quando a mesma atingiu uma temperatura de 100°C. e pesado apds resfriamento da
temperatura ambiente em dessecador. A massa de cinzas insoluveis em meio acido
(Mci) foi obtida.

Mci(g) = Mctc — (Mc + Mcp) (Eq.2.2)

Onde:

Mctc: Massa de cinzas total e cadinho

Mc: Massa do cadinho

Mcp: Massa de cinzas do papel de filtro (prova em branco)
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Com os valores obtidos foi calculada a lignina insoluvel através da Equagéao
2.3.

Mk—-Mci

Lignina Insoluvel (%) = x 100 (Eq.2.3)

Onde:
Mk: Massa de lignina insoluvel com cinzas
Mci: Massa de cinzas insollveis em meio acido

Ma: Massa da amostra

4.3.2.2 Lignina Soluvel

A fragao liquida do baldo volumétrico mencionado no item 4.3.2 foi analisada
para a quantificacdo de furfural e 5-HMF em HPLC. Desse mesmo baldo foi
transferida uma aliquota de 5ml para um baldo volumétrico de 100ml. A este
adicionado 16 gotas de NaOH 6 mol/L . O baldo volumétrico de 100ml foi aferido
com agua e foi verificado o pH na faixa ideal, entre 12 e 14. A absorbancia da fragéo
liquida alcalinizada da hidrdlise foi medida em 280nm com cubeta de quartzo, no

espectrofotdmetro (Thermo; Genesys10S UV-Vis).

Lignina Soltwvel (g/L) = 4,187x107%2(At — Apd) — 3,279x10™* (Eq.2.4)

Apd = (0151 + ngz) — At (Eq.2.5)
Lignina soluvel (g/l) %100

Lignina Soltvel (%) = < 2 o > (Eq.2.6)

Onde:

At: Absorbancia em 280nm

c1: Concentracgéo de furfural (g/L)
€1: Absortividade 146,65 L/g.cm
c1: Concentracao de 5-HMF (g/L)
€1: Absortividade 114,00 L/g.cm
Ma: Massa da amostra
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4.3.3 Cinzas

Foi pesado 5g da amostra (sem umidade e com extrativos) em cadinho
previamente seco e pesado. O conjunto foi levado ao forno mufla a 575°C por 6
horas. O resfriamento do equipamento foi aguardado e a amostra transferida para

dessecador. Apos resfriamento até temperatura ambiente, a amostra foi pesada.

Cinzas (%) = L=Me

x 100 (Eq.3.0)

Onde:
Mcc: Massa de lignina insoluvel com cinzas
Mci: Massa de cinzas insollveis em meio acido

Ma: Massa da amostra
4.3.4 Extrativos Totais

Os extrativos totais foram determinados através da composi¢ao de valores
obtidos por trés extragbes: uma com uma mistura de solventes apolares
hexano:etanol (1:1) reservando-se o residuo ao final, outra com solvente polar a
quente (agua destilada a 95 £ 5°C) e outra com agua quente no residuo reservado

dos solventes apolares. Assim se obteve os extrativos totais pela Equacao 4.0.
ET (%) = ((Ehe — Eah) + (Eaq — Eah) + Eah) (Eq.4.0)

Onde:

Ehe: Extrativos em hexano:etanol 1:1

Eaq: Extrativos em agua quente a 95°C + 5°C

Eah: Extrativos em agua quente da amostra sem extrativos soluveis em

hexano:etanol (1:1)

O desenvolvimento da Equacao 4.0 se deu através da composi¢ao quimica

dos extrativos, isto é, alguns de seus compostos sdo soluveis ou parcialmente
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soluveis em ambos solventes. A Figura 33 descreve o esquema adotado. O mesmo
nao é proporcional, isso significa afirmar que as areas das figuras néo correspondem

aos teores obtidos nas analises.

Compaostos Compostos

soldveisem soliveis
colventes apenasem
polarese aguaquente

apolares (POLAR)

Extrativos Totais

Figura 33 — Esquema de quantificagdo do teor de extrativos

4.3.4.1 Extrativos em Hexano:Etanol 1:1 (Solvente Apolar)

Com papel de filtro (faixa preta) se montou um cartucho e foi adicionado ao
mesmo 5g de amostra (Figura 34). O conjunto foi pesado com o auxilio de um
Becker de 100ml, previamente tarado, para apoia-lo na balanga. O cartucho foi posto
em equipamento soxhlet (Figura 35) de extracdo continua por gotejamento. Ao
reboiler foi adicionado 200ml da solugdo hexano:etanol 1:1. (v/v). A extragdo ocorreu

por 8 horas.

Figura 34 — Montagem do cartucho para a remogao de extrativos
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Figura 35 — Equipamento de Soxhlet

Decorrido o tempo, a passagem do solvente proveniente dos condensadores
do equipamento foi fechada, se aguardou a evaporacao do excesso do solvente no
reboiler. O cartucho foi transferido para a estufa a 105°C + 5°C por 24 horas para
total remogao do solvente, resfriada em dessecador e novamente pesada para se

obter o teor de extrativos soluveis em hexano:etanol.

Ehe (%) =

(Mcs+Ma)—Mce
Ma

x 100 (Eq.4.1)

Onde:
Mcs: Massa do cartucho sem extrativos na amostra
Ma: Massa da amostra

Mce: Massa do cartucho com extrativos na amostra
4.3.4.2 Extrativos em Agua Quente (Solvente Polar)

Em Erlenmeyer de 250ml, previamente tarado, foi pesado 1g de amostra sem
umidade, foi adicionado ao mesmo 100ml de agua. O conjunto foi levado para
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banho-maria por 3 horas a 100°C. Apd6s o tempo, o conjunto foi removido e filtrado
em cadinho de vidro de placa porosa previamente seco e pesado. O residuo foi
lavado com mais 250ml de agua destilada quente. Apds o escoamento de fase

liquida, o cadinho foi seco em estufa a 105°C + 5°C até peso constante.

(Mcv+Ma)—Mcr

Eaq (%) = x 100 (Eq.4.2)
Onde:

Mcv: Massa do cadinho vazio

Ma: Massa da amostra

Mcr: Massa do cadinho com residuo

4.3.4.3 Extrativos em Agua Quente apés Hexano:Etanol 1:1

Foi desenvolvido de forma andloga ao item 4.3.4.2 utilizando o residuo

proveniente da extracdo do item 4.3.4.1.

4.3.5 Umidade

Foi pesado 5g da amostra com extrativos em cadinho de porcelana seco e
previamente pesado. O conjunto foi levado a estufa a 105°C + 5°C até peso

constante.

_ (Mcv+Ma)—-Mcr

Umidade (%) e

x 100 (Eq.5.0)

Onde:
Mcv: Massa do cadinho vazio
Ma: Massa da amostra

Mcs: Massa do cadinho com amostra apos secagem

O teor de umidade foi determinado logo apds a transformacédo do bambu em
cavacos e as outras determinagdes foram realizadas em base seca, isto €, sem

umidade na amostra.
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4.3.6 Microscopia Optica

Através de um microscopio 6ptico (Motic; BA310), acoplado a uma camera
digital com interface computacional, foi observada a presenga ou auséncia de
granulos de amido através do gotejamento de uma solugéo alcodlica de iodo 1%
(m/v).

4.3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A biomassa foi analisada em um microscopio eletrénico de varredura (Quanta;
200 FEG) com o intuito de visualizar a morfologia do material, tendo como foco os
granulos de amidos e sua remocéao perante os tratamentos submetidos a cada uma
das amostras analisadas. As amostras foram recobertas através de metalizador (Bal-
Tec; SCD050 Sputter Coater) com um filme de ouro de aproximadamente 10nm de

espessura para a melhoria do contraste.
4.3.8 Analise Termogravimétrica (TGA)

Através de um analisador termogravimétrico (Shimadzu; TGA 50) foi obtida a
curva de termogravimetria. Pesou-se 4mg da amostra posta em porta-amostra de
alumina e foi submetida, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, a um

aquecimento de 30° a 900°C com razéo de aquecimento de 10°C por minuto.

4.4 SISTEMA DE RECUPERACAO DE FURFURAL E 5-HMF

Para recuperacdo de componentes de valor comercial e que inibem a
fermentacao (ver item 3.4.3.1) como furfural e 5-HMF, foi montado um sistema de
condensacgao dos vapores produzidos pelo ensaio de hidrdlise acida que se mostrou
de melhor rendimento em ART do item 4.2.2.1.

A partir do reator, mangueiras e conexdes foram adaptadas na saida da
valvula da qual foram presas por resina epoxi (Figura 36). As mangueiras foram

conectadas a um condensador de serpentina em série com um de tubo reto ambos



80

com agua fria em contracorrente. A condugéo do vapor produzido foi direcionada por
um sistema a vacuo produzido por uma bomba (Primastec; 131). O condensado
produzido foi recebido em Kitassato de 500ml imerso em banho de gelo. A Figura 34

descreve o sistema de recuperacao do furfural e 5-HMF.

Figura 36 — Montagem da valvula para recuperagao de vapor

......

Bomba

de vacuo

Figura 37 — Sistema de recuperacéao de furfural e 5-HMF

Apos o tempo decorrido, foi medido o volume do extrato hidrolisado e seus

teores de furfural e 5-HMF, assim como, o volume de vapor recuperado.



81

4.5 FERMENTACAO

4.5.1 Preparagao do Mosto

O extrato hidrolisado obtido no ensaio de maior rendimento em ART, pelo
método de Miller (1959), foi utilizado para o preparo do mosto. Para isso, se elevou o
pH para 5,0 com aproximadamente 145ml de uma solugédo de NaOH 40% (m/v). O
mesmo foi filtrado com papel de filtro para baldo volumétrico de 2000ml retendo-se o
precipitado formado na neutralizacdo. Ao baldo foi adicionado os componentes
necessarios para uma melhor fermentagdo alcodlica (Tabela 6), exceto KoHPOs4,
pois, 0 mesmo precipita-se em presenga de agucares. Com agua destilada se aferiu
o baldo volumétrico e foi agitado até a solubilizacdo dos componentes. O conteudo
foi transferido para um frasco Schott® de 2000 ml e esterilizado por 30 min a 121°C

em autoclave. O sal KoHPO4 foi esterilizado em mesmas condicbes em frasco a

parte.
Tabela 6 — Nutrientes adicionados aos mostos
Constituintes Concentragio
(€40))
K,HPO, 1
Ureia 1
MngO4 0,5
Extrato de Levedura 2

Paralelamente, em carater comparativo, se preparou um mosto com glicose
PA (Synth®) como fonte de carbono para a levedura. O meio preparado foi nomeado
de ‘mosto padréao’ e possuia além dos componentes e teores da Tabela 6,
concentragao de glicose semelhante ao teor de ART do mosto de bambu. O mesmo

foi esterilizado com as mesmas condi¢des ja descritas.
4.5.2 Processo Fermentativo
O mosto padrédo e o mosto de bambu foram fermentados em duplicata em

anaerobiose e regime batelada sob agitacdo por 72h (Figura 38). A agitagao ocorreu
através de dois agitadores magnéticos (Solab;LS-91) um para cada reator. Os
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biorreatores anaerobios foram montados sobre os agitadores magnéticos, nesses
foram postos barras magnéticas de mesmo tamanho e espessura. Foi adicionado o
indculo de 3 g/L de Saccharomyces cerevisiae liofilizada da marca Fleischmann®

lote 231/16 aos meios a serem fermentados.

Amostrador

Figura 38 — Sistema de fermentacéo anaerébia adotado

Aproximadamente 20 ml das amostras foram coletadas seguindo o regime
descritos no Quadro 4 em tubos tipo falcon de 50ml. O material coletado foi
centrifugado por 20 minutos em 2500 RPM em centrifuga (Fanem; Excelsa II).

A figura 39 mostra o fluxograma que a fase liquida e a fase sdélida foram
submetidas. A liquida foi transferida para outro recipiente onde se quantificou o teor
de ART por Miller (1959) e etanol por cromatografia gasosa com cromatografo CG
Master com detector de ionizagdo de chama, fase movel hidrogénio, coluna
Carbowax 20M, temperaturas de vaporizagao, coluna e detector de 150°C, 45°C e
200°C respectivamente. A solida foi adicionada, ainda no tubo, o volume de
aproximadamente 20ml de agua destilada na qual foi ressuspendida em agitador de
tubos tipo vortex (Nova; NI1055) e foi transferido, imediatamente, 1 ml da
ressuspencgao para tubo de ensaio e foi adicionado ao mesmo 1ml de solucéo de
azul de metileno 1%(m/v) e citrato de sédio 2% (m/v), foi agitada no vortex e se
aguardou 15 min para a leitura na Camara de Neubauer em microscopio Optico
(Motic; BA310).
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Quadro 4 — Regime de coleta na fermentagéo

Tempo apés inicio da Tempo apés inicio da
Coleta fermentagio (h) Coleta fermentacio (h)
TO 0 T5 24
Tl 3 T6 30
T2 6 T7 48
T3 9 T8 60
T4 12 T9 72
[ AMOSTRA ]
‘ g
[ CENTRIFUGAGAO ] > TEOR DE ART ]
Fragdo F'racéo r
[ CONTAGEM DE ] Selida sl »  TEOR DE ETANOL ]
CELULAS

Figura 39 — Fluxograma do tratamento da coleta da fermentagéo

A viabilidade celular foi determinada através da Camara de Neubauer,
considerando que as células de leveduras inviaveis (mortas) colorem em azul pela
inativagdo das suas enzimas redutoras e as viaveis (vivas) permanecem sem
coloracédo. A camara foi lida cruzando as diagonais dos quadrantes que passam no
centro da grade desprezando as células que tocam na aresta superior e direita de
cada um deles. O volume contido na area analisada € de 0,04 mm?®.

A concentragédo celular (g/l) foi determinada multiplicando a quantidade de
células vivas encontradas na camara de Neubauer pela massa aproximada de uma
célula. O peso da célula foi estimado segundo o fabricante de fermento Lallemand®
que afirma que o fermento da especificacao utilizado nos experimentos contém em

1g (peso seco) 5 bilhdes de células, cujo valor foi utilizado para os devidos calculos.

4.5.3 Parametros Cinéticos

O rendimento tedrico e rendimento pratico das fermentagdes foram calculados
a partir da equacgao proposta por Gay-Lussac (conversao de 51,1% em etanol) e a
pratica obtida pelo mosto padrdo (ver item 4.5.1) em relagdo a fermentagado do
mosto de bambu.
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Transformag&o quimica:

CsH1206 — 2 C2H50H + 2 CO2
180g — 92g + 88¢g
100g — 511g + 489

O perfil cinético de crescimento da levedura foram ajustados a partir do
modelo logistico de crescimento mostrado na Equagdo 6.0 para os meios
fermentados. As equacgdes foram integradas considerando o tempo inicial igual a
zero. Foi adotado o modelo de velocidade especifica de crescimento celular
segundo Monod (1949) (Equacéo 6.1) e o tempo de duplicagdo da populagédo da

levedura foi calculado através da Equacao 6.2 denominado tempo de geracéo (g).

xi dX ti _ dx _
feo 7 =0lpdt = ==X (Eq.6.0)
_ Mmax- S
p= e o (Eq.6.1)
g= H:ZZ (Eq.6.2)
Onde:

M: Velocidade especifica de crescimento celular (g/g.h)

X: Concentragao de células (g/L)

T: Tempo (h)

Mmax: Velocidade especifica maxima de crescimento celular (g/g h)
S: Concentracao do substrato (g/L)

Km: Constante de Saturacgéao (g/L)

g: Tempo de geracao (h)

Os fatores de conversao estequiométricos foram determinados através das

equacdes 6.3 e 6.4 descritas por Sinclair e Kristiansen (1987).

Yess = s (Eq.6.3)

Yps = —2 (Eq.6.4)

So—S
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Onde:
Yxs: Fator de converséo de substrato em células (g/g)

Ypss: Fator de converséo de substrato em produto (g/g)

As condigbes do estudo foram validadas ao modelo de Luedeking e Piret

(1959) para a formagéao de produto descrito na Equagéao 6.6.

dP _ dX
@ o px (Eq.6.6)

Os coeficientes a e B sdo funcdes das concentragdes de produto e substrato.

A cinética de formagao podem ser descritas pelo Quadro 5 e Figura 40.

Quadro 5 — Representagao de a e B para o modelo Luedeking e Piret (1959)

. ~ Legenda do
Coeficientes Representacio gel

grafico

0#0cp=0 Produto formado durante o crescimento, sendo proporcional a velocidade de 1

crescimento. Produgdo associada ao crescimento.
0#0cP#0 Produto formado parte antes e parte depois do crescimento. Producdo )
parcialmente associada ao crescimento (misto)
a=0¢B+#0 Produto formado somente apds o crescimento. Produg@o néo associada ao 3
crescimento.
&
l A 5 A ';
X
X = i X, N X X
P S P p p — .
/' # e
/ //; ,z/
/ // o
s o
g A

/ > P N # .
TQHIPD - =
tempo tempo

Figura 40 — Graficos que representam o modelo de Luedeking e Piret (1959)
Fonte: PEREIRA, 2016
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 REMOCAO DO AMIDO

Os resultados a seguir mostram os teores de amido removido da biomassa
vegetal do bambu de forma direta por dois métodos utilizando agua quente (95°C *

5°C) e de forma indireta utilizando a hidrélise acida.
5.1.1 Pré-Avaliagao na Decoccao do Bambu em Sistema Aberto

Pela pré-avaliagéao foi observado que a espécie de bambu analisada continha
amido em sua composicao (Figura 41), isto porque quando foi adicionada a solugéo
alcodlica de iodo a 1% (m/v) houve o aparecimento da coloragéo azul indicando a

presencga do carboidrato dissolvido na agua (solvente) utilizada na extragao.

Figura 41 — Teste do iodo realizado em uma extracdo com agua contendo amido

Foi possivel observar que a extracdo por esse processo se mostrou com
baixa eficiéncia devido a quantidade de amido extraida da biomassa vegetal (Tabela
7) ou até que os colmos analisados poderiam ter teores bem reduzidos desse

carboidrato.
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Tabela 7 — Teor de amido removido por extragdo com agua quente sem pressao

Nuimero de Volume de -
~ . . ore Percentual médio do teor .
Amostra extracoes até a agua utilizado de amido removido no Desvio
nao detec¢ao do Total bambu seco (% m/m) Padrao
iodo a 1%(m/v) (L) °
Extracdo sem pressao 3 2,9 2,475 0,116

Através dos valores obtidos no método adotado foi possivel observar que o
amido encontrado no colmo do bambu é de dificil extragdo apenas com agua e
temperatura (95°C = 5°C) e que o teor se mostrou com valores abaixo dos citados
por Azzini (1984) que variaram entre 3,38% a 45%, portanto, novos métodos para

melhores rendimentos foram exigidos na pesquisa.

5.1.2 Decocgao do Bambu em Sistema Semiaberto Sob Presséo

Com o acréscimo da pressao de 1 kgf/cm?, o desfibramento e a proporgao
1:30 (66,659 de bambu e 2000ml de dgua como solvente), o teor extraido de amido
foi elevado. Fato esse pode ser provavelmente atrelado ao acréscimo de 26°C de
temperatura no processo (proveniente do aumento da presséo) e consequentemente
maior solubilizagcdo do amido no meio, que segundo Pedrenho et al. (2008)
temperaturas proximas a 120°C tem capacidade de favorecer o desenovelamento da
amilose e, consequentemente, sua solubilidade. A pressdo de 1kgf/cm? submetida
ao processo também poderia de alguma forma romper algumas células de
parénquimas liberando o amido ao solvente, elevando esse rendimento em relagao
ao método do item 5.1.1, porém, o desfibramento provavelmente contribuiu
majoritariamente para esse fendmeno segundo observagdes realizadas por Azzini e
Gondim-Tomaz (1996). Entretanto, a quantidade de agua (solvente) utilizada para
essa extracao foi substancialmente maior que a utilizada no item 5.1.1 seguindo a
proporg¢ao considerada 6tima descrita por Azzini e Arruda (1986).

Diferentemente do item anterior, o teste com iodo se perdurou por varias
extragdes (Figura 42), corroborando que o aumento na extracdo do amido
possivelmente pode esta relacionada a uma ou a sinergia das alteragdes envolvidas
como o desfiboramento, proporgdo biomassa:solvente (1:30), aumento da
temperatura e pressao.

Com os teores de amido quantificados em cada extragdo, um grafico foi
tracado para demonstracdo do decaimento do mesmo na biomassa vegetal (Figura
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43). O grafico demonstra também que 50,68% do total do amido foi extraido ja na
primeira decoccao e que, 84,46% até a décima extragao. O restante dos 15,54% de
amido removido da matriz necessitou de mais 16 extracdes, isso pode ser devido a
disponibilidade do carboidrato na amostra, como também, ao aumento da
cristalinidade que, segundo Hoover (2001) e Singh et al. (2003), devido ao niumero
de aquecimentos e resfriamentos os granulos de amido podem aumentar sua

resisténcia a gelatinizagdo e consequentemente a solubilizagdo.

Figura 42 — Aspecto do teste quantitativo de amido por Figueira e Hirooka (2000)
nas extragdes:a) 1?; b) 62; c) 10%; d) 14%; e) 212 e f) 262 extragao
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== Amido (%)

= = N
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g de Amido/g de bambu

0.000 T T T
0 5 10 15 20 25 30

Extragoes

Figura 43 — Percentual (g/g) do teor de amido removido ao longo das extragbes
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Segundo Azzini (1984), os valores de amido no colmo do bambu podem variar
segundo a espécie analisada como também o método de quantificagdo. Os
resultados encontrados (Tabela 8) possuem valores muito préximos aos
encontrados por Hino (1961) 3,28% a 9,40%, porém, muito abaixo do encontrado
por Menezes e Azzini (1981) 30% a 45%.

Tabela 8 — Teor de amido removido por extragdo com agua quente e
pressao de 1 kgf/cm?
Numero de Volume de

~ . . e Teor de amido total Aumento em relacio
extracoes até a  agua utilizado . . .
Amostra - - removido no bambu a0 amido removido
nao detecedo Total seco (% g/g) sem pressio (%)
do iodo a 1% (L) ° g8 P o
Extragdo com 26 52 6.355 61,05

pressao

Tanto as metodologias quanto as espécies utilizadas pelos autores Hino
(1961) e Menezes e Azzini (1981) foram distintas em relagdo a esse experimento. A
quantificacdo do amido utilizada pelos mesmos se deu pela forma indireta, isto €,
submeteram a biomassa a um processo de sacarificacdo por hidrolise e pelo teor
obtido de glicose, ou agucares redutores, o teor de amido inicial foi determinado. Os
mesmos pressupde que os agucares gerados foram provenientes apenas do amido

contido no colmo.

5.1.3 Extracdo e Sacarificacdo por Hidrélise Acida

Apos a hidrdlise acida a fragao fibrosa sofreu um leve escurecimento (Figura

44) fato também constatado por Azzini et al. (1987a).

Figura 44 — Biomassa vegetal a) antes e b) apds a hidrolise acida
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A fracao liquida obtida (Figura 45) possuia uma coloragdo marrom, com leve
espuma e odor semelhante ao caldo de cana-de-agucar. A espuma provavelmente
foi formada devido a presenga de saponinas na composi¢cao dos extrativos do
vegetal. A coloragdo e o odor caracteristicos, por sua vez, podem ser provenientes

da reacgao de Maillard (1912) e dos agucares contido no extrato, respectivamente.

Figura 45 — Fracéo liquida (extrato) obtida apds a hidrdlise acida no bambu

Os resultados dos acgucares redutores totais (ART) obtidos na fragéo liquida

provenientes das hidrolises do amido estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados do fatorial 22 dos teores de agucares redutores totais

Experimento ];fnnilll:)o Coélec:illg?)an Forma Teor m(z(gl/il(i)de ART }l,)ae;:;(;
(% v/v)
1 50 1 Pé 12,62 1,73
2 100 1 Po 12,43 0,82
3 50 2 Pé 15,43 0,39
4 100 2 Po 14,58 0,69
5 50 1 Cavaco 14,94 1,51
6 100 1 Cavaco 15,45 0,01
7 50 2 Cavaco 15,42 0,32

8 100 2 Cavaco 16,18 0,94
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Os valores foram tratados com ANOVA, para isso precisou-se separar 0s
valores de ART por variaveis como mostrado na Tabela 10, 11 e 12. O numero entre
parénteses nessas tabelas é correspondente ao experimento descrito na primeira

coluna da Tabela 9.

Tabela 10 — Resultados de ART em relagdo ao Tempo para o ANOVA

Tempo Teor de ART em g/LL

(min) (Experimento)
50 12,62 (1) 15,43 (3) 14,58 (5) 15,42 (7)
100 12,43 (2) 14,58 (4) 15,45 (6) 16,18 (8)

Tabela 11 — Resultados de ART em relacéo a

Concentragado da Solugido de H.SO4 para o ANOVA
Concentracio da

Teor de ART em g/LL

Solucio de .
H2S04 (% VIv) (Experimento)
1 12,62 (1) 12,43 (2) 14,94 (5) 15,45 (6)
2 15,43 (3) 14,58 (4) 15,42 (7) 16,18 (8)

Tabela 12 — Resultados de ART em relagdo a Forma para o ANOVA
Teor de ART em g/LL

Forma (Experimento)
Po 12,62 (1) 12,43 (2) 15,43 (3) 14,58 (4)
Cavaco 14,94 (5) 15,45 (6) 15,42 (7) 16,18 (8)
Tabela 13 — Teste de varidancia ANOVA aplicado
Diferenca Diferenca
iy Somra. (:}raus de Valorde F ValordeF  encontrada significativa
Variavel Quadratica  Liberdade
calculado tabelado entre os (*) entre os
(5Q) (GL) niveis niveis
Tempo 9,47 6 44,80 234 0,06 >2.17
Concentragao 9,39 6 3,89 5,987 1,54 >1,69
Forma 10,76 6 2,96 5,987 1,73 >1,90

* estatisticamente significativa no nivel de confianca de 95% (tabela T)

Com os testes realizados pelo ANOVA foi notado que nenhuma das variaveis
aplicadas altera estatisticamente a variavel de resposta o teor de agucares redutores
totais (ART) como mostrado na Tabela 13, isto é, ndo ha diferenga significativa entre
os valores obtidos independente do tratamento escolhido.
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Contudo, foi adotada uma nova estratégia para novos testes. Objetivando a
economia do processo no ambito energético; o menor tempo e o material menos
processado foram escolhidos, entdo, um novo experimento foi executado com mais
8 (oito) testes composto por duas quadruplicatas variando-se apenas a
concentragéo do acido (Tabela 14) e adotando o tempo de 50 minutos e a forma de

cavaco.

Tabela 14 — Ensaios realizados variando-se a
Concentragao da Solucédo de H>SO4

Teor de ART em g/LL

Concentraciao da
Solucao de

H:504 (% VIY) (Experimento)
0,5 7,44 (9) 7,76 (10) 8,07 (11) 8,05 (12)
5,0 13,85 (13) 13,38 (14) 13,36 (15) 13,80 (16)

Foram agrupados os valores da Tabela 14 com os da Tabela 11 e foi aplicado

novamente o ANOVA e uma nova resposta foi obtida mostrada na Tabela 15.

Tabela 15 — Teste de varidncia ANOVA aplicado aos valores agrupados

Soma Graus de Diferenca
. ‘. . Valorde F  Valor de F significativa
Variavel Quadratica Liberdade
calculado tabelado (*) entre as
(5Q) (GL) concentraco
coes
Concentragao
de HaSO4 141,70 12 58,77 3,49 >1,3

* estatisticamente significativa no nivel de confianca de 95% (tabela T)

Tabela 16 — Ordem de eficiéncia das solugdes acidas nas obteng¢des de ART

Concentragao ‘s Ordem da
Teor médio oA o
de H2S04 de ART eficiéncia
(% vIv) da hidrdlise
0,5 7,83 4
1,0 13,86 2
< 20 15,40 I

5,0 13,60 3
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Figura 46 — Grafico com identificagado do ponto étimo da hidrélise

A Tabela 16 e a Figura 46 mostram que com os valores agrupados no teste
de variancia, o tratamento com o acido sulfurico a 2,0% v/v se mostra o mais
eficiente para obtencdo de acucares redutores totais perante aos demais.
Entretanto, ndo ha diferengas significativas entre as concentragdes 1,0% v/v e 5,0%
v/v. Provavelmente, a solugdo acida a 1,0% v/v, nas condi¢des aplicadas, nao
consegue hidrolisar todo material envolvido, enquanto a de 5,0% v/v, por ser um
meio quimicamente mais severo, tende a produzir, segundo Palmqvist e Hahn-
Hagerdal (2000) apud Barcelos (2012), subprodutos de degradacéo de carboidratos
como xilose e glicose em furfural e 5-HMF respectivamente, reduzindo assim o teor
de ART.

O ponto 6timo encontrado esta de acordo com os estudos de Azzini e Arruda
(1986) que encontraram o melhor rendimento em agucares redutores com a mesma
concentragéo de 2% v/v de acido sulfurico e tempo de 60 minutos muito proximo ao
que foi estudado (50 minutos), porém nao utilizaram pressdao no sistema. Foi
considerada a Equagao 6.0 descrita por Azzini e Arruda (1986) para a quantificacao
do teor de amido no colmo do bambu. Os resultados encontrados mostraram-se bem
distintos dos encontrados nas extragbes com agua no bambu de forma direta
(Tabela 7 e Tabela 8).

Amido no Bambu (%) = (Gh — G1)x0,9 (Eq.6.0)
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Onde:

Gh: Rendimento em glicose proveniente da sacarificagdo do amido, expresso em
porcentagem (base seca)

Gl: Teor de glicose na serragem de bambu, expresso em porcentagem (base seca);

0,9: Fator de conversao de amido para glicose

Para aplicagdo da Equacdo 6.0 o teor de glicose livre no bambu foi
mensurado. Para isso, o acido envolvido foi trocado por agua destilada e os demais
parametros no ponto 6timo foram obedecidos. O teor médio de glicose livre
encontrado foi 2,44 + 0,14g em 66,69 de bambu. Entdo, segundo a Equacao 6.0 o
teor de amido no bambu analisado em base seca foi de 38,32%.

Esse resultado entra em consonancia com os encontrados por Azzini et al.
(1979) pois determinaram teores de 29,66% a 41,07% de amido para a mesma
espécie de bambu pesquisada neste trabalho, como também com Menezes e Azzini
(1981) que obtiveram 30% a 45% na espécie Guadua flabellata. Porém, pelo método
adotado, ndo ha garantias que os agucares foram proveniente apenas do amido, por
conta disso, a biomassa vegetal resultante do procedimento de hidrdlise também foi

caracterizada para comparagao com a amostra in natura.

5.1.4 Hidrélise em Sistema Fechado no Ponto Otimo (Eficiéncia do Flash)

Através dos resultados dos experimentos realizados em sistema semiaberto
(com flash) descritos no item 5.1.3, que mostram que a concentracdo de acido
sulfurico a 2% (v/v), o tempo de 50 minutos e a forma de cavacos é a condigdo de
ponto 6timo do processo na producao de ART, foi analisado no extrato obtido, além
da concentracdo de ART, os teores de furfural e 5-HMF. Em carater comparativo,
também foi mensurado esses teores em um sistema em regime fechado (sem flash)
em frascos Schott® com as condigdes otimas de processo em relacdo a
concentragao de acido, tempo e forma e foram comparados com os valores.

Perante os resultados da Tabela 17, foi validado que o sistema de flash se
mostrou satisfatério para reducao dos subprodutos da hidrélise. A redugao foi maior
de 5-HMF em 22,73% em relagao ao furfural, possivelmente por conta do ponto de
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ebulicdo do 5-HMF (115°C) ser menor do que o do furfural (162°C) e da temperatura

do meio reacional (121°C), sendo assim mais facil arrasta-lo junto ao vapor d’agua.

Tabela 17 — Teores de furfural e 5-HMF em sistema com e sem flash

Reducao do
Fechado Desvio Semiaberto Desvio componente no
(sem flash) (com flash) extrato com a
aplicacio do flash(%)
Furfural (g/l) 0,100 0,002 0,064 0,004 36,00
5-HMF (g/1) 0,088 0,003 0,047 0,004 46,59

Com os resultados mostrados na Tabela 17 também se pode constatar que
parte da xilose e glicose foram convertidas a seus subprodutos correspondentes:
furfural e 5-HMF, fenédmeno constatado por Mussato e Roberto (2004). Vale
salientar que, com esses resultados, se pode prever que houve ataque ndo somente

ao amido produzindo glicose como também a hemicelulose obtendo-se xilose.

5.2 CARACTERIZAGAO DA BIOMASSA

5.2.1 Composigao

A Tabela 18 mostra os valores obtidos na caracterizagdo das biomassas
vegetais consideradas relevantes para o estudo. Através dela se pode constatar que
os valores percentuais encontrados na amostra in natura estado aproximadamente de
acordo com os encontrados por Foelkel e Klein (2012) mostrados na Tabela 2,
exceto a celulose e os extrativos em hexano:etanol. O teor de celulose foi um pouco
abaixo, isso pode esta ligado ao fato dos colmos trabalhados na pesquisa serem no
maximo de 1 (uma) polegada de didmetro, sendo para espécie avaliada,
relativamente novos em comparagdo ao tamanho maximo que o colmo pode
alcancar (4 polegadas), como também, local de plantio, tipo de solo e cultivo. O teor
de extrativos hexano:etanol, além da possibilidade idéntica ao da celulose pode
também esta vinculado a mistura de solventes escolhida, que, por sua vez, foi

diferente em relagao aos autores que escolheram etanol:tolueno.
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Tabela 18 — Teores em percentual da composigao das biomassas vegetais

analisadas
Parametro In esvio ,Trat. Desvio Trat. Desvio SSA sob Desvio
(%) Natura Otimo' Severo’ Pressio?
Celulose 31,05 1,01 31,34 0,86 29,51 1,02 26,17 0,95
Hemicelulose 22,39 0,01 1,03 0,01 0,66 0,01 32,22 0,05
Lignina Total 21,64 0,85 22,6 0,75 22,57 0,16 21,60 0,77
Cinzas 2,45 0,03 1,04 0,21 1,47 0,11 0,87 0,02
Extrativos Totais 22,03 1,00 16,96 0,64 11,26 0,34 6,72 0,17
Extrativos H:E* 12,13 - 10,25 - 6,77 - 4,61 -
Extrativos AQ’ 18,3 - 8,65 - 6,48 - 5,02 -
Extrativos
(AQ apés H:E) 8,4 - 1,94 - 1,99 - 2,91 -
Umidade 38,19 1,18 - - - - - -
Soma b.s® 99,56 0,58 72,97 0,49 65,47 0,33 87,58 0,39

(1) Tratamento ¢/ 2% de H2S04; 50 min; cavacos; (2) Tratamento ¢/ 5% de H2SO4; 50 min; cavacos;
(3) Biomassa proveniente da remogao do amido no Sistema Semiaberto sob Presséo; (4)
Hexano:Etanol 1:1 (5) Agua Quente 95°C+5°C (6) Soma dos compostos em base seca: Celulose,
Hemicelulose, Lignina Total, Cinzas e Extrativos Totais

O teor de umidade ficou pouco acima do esperado, porém, este parametro
possui muitas variaveis que podem ser vinculada principalmente a estagao climatica
do ano que foi coletada e ao clima da regido onde a espécie esta localizada.

Foi observado que a hidrdlise acida, tanto no ponto 6timo quanto no meio
mais severo, nao so apenas hidrolisam o amido, que estdo no grupo de substancias
soluveis em agua quente, como também, a hemicelulose, mas nao atacam a
celulose. E desejavel a degradacdo da hemicelulose, visto que, para a industria de
celulose, segundo Castro (2009), as substancias que a compde sao interferentes no
processo e também sao eliminadas, apenas, em alguns casos, se utiliza um
percentual minimo de hemicelulose para alguns tipos especificos de papel e para
hidratacdo da pasta celulésica.

A Equacao 6.0, descrita por Azzini e Arruda (1986) (item 5.1.3), considera que
o teor de agucares redutores totais € igual ao de glicose, e, que todo esse
carboidrato é proveniente apenas do desdobramento do amido contido no colmo do
bambu. Porém, através dos resultados mostrados na Tabela 18, ao final da reacao
de hidrdlise acida, se confirmou que também outros acucares redutores
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provavelmente sao formados a partir do ataque a hemicelulose como xilose e
arabinose, portanto, a equagéao citada apenas garante um teor aproximado de amido
existente no vegetal.

Outro ponto relevante e que, no tratamento mais severo, mesmo com a maior
hidrolise da hemicelulose e dos extrativos em agua quente tais como o amido, n&o
se elevou o rendimento em acucares redutores, corroborando que esta
concentragdo de acido possivelmente degrada os agucares antes formados em
subprodutos indesejaveis como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural. Mesmo apds as
hidrolises, as biomassas vegetais resultantes ainda continham materiais
hidrossoluveis possivelmente compostas de acucares de menor tamanho que o
amido ou outros residuos da reagao com acido.

A remocéo do amido no sistema semiaberto sob pressdo de 1kgf/cm? mostra-
se mais uma vez com baixa eficiéncia, pois, mesmo apds 26 extracdes, a biomassa
vegetal ainda continha materiais hidrossoluveis que possivelmente é amido, pois, 0
mesmo é responsavel por praticamente toda a fracao de extrativos hidrossoluveis do
bambu. A reducio de celulose e o aumento da hemicelulose desse processo podem
esta ligados entre si, pois, por seguidas hidratacbes sob calor e pressdo, podem
ocasionar um aumento na fragilidade das partes amorfas da celulose que,segundo
Castro (2009), essa regiao amorfa determina a absor¢cao de agua no polimero de
celulose e, por consequéncia, provavelmente se tornou mais susceptiveis ao ataque

dos reagentes utilizados na determinagao de hemicelulose.
5.2.2 Microscopia Optica
Na microscopia Optica observou a presenga ou auséncia de amido atraves da

reacao com iodo. A presenga do carboidrato foi indicada por estruturas esféricas

com colocacgao escura na presencga de uma solugao de iodo (Figura 47).
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Figura 47 — Fibras ampliadas (100x) do bambu in natura com contraste de iodo a
1% (vIv)

Para ambos tratamentos com solugdes acidas, 2% e 5% de HxSOg4 (v/v), foi
percebido praticamente a total auséncia de amido nas fibras (Figuras 48 e 49),
porém, no tratamento mais severo (5% de acido) as fibras ficaram enegrecidas e
nao aumentam o rendimento de agucares redutores na fragao liquida da hidrdlise.

As fibras provenientes da remogdo do amido no sistema semiaberto sob
pressao de 1 kgf/cm? (Figura 50) apresentaram amido mesmo apds varias extragdes,
se confirmou os resultados obtidos na Tabela 18 que mostram que a biomassa
resultante desse tratamento possui extrativos hidrossoluveis. Foi observado também

que as fibras aparentavam desgaste possivelmente devido as extragdes seriadas.

Figura 48 — Fibras a;r.npliadas (100x) do bambu tratadas com
solugéo de H2S04 2% (v/v)
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Figura 49 — Fibras ampliadas (100x) do bambu tratadas com
solugéo de H2SO4 5% v/v

Figura 50 — Fibras ampliadas (100x) do bambu apds a 262 extragao para
a remogao do amido no sistema semiaberto sob pressao

5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com a microscopia eletronica de varredura, foi possivel observar o granulo do
amido e algumas estruturas da morfologia do bambu muito semelhante ao mostrado
na Figura 17 por Liese (1998) devido a capacidade de ampliacdo do equipamento.
Os mesmos foram observados nas estruturas parenquimaticas da biomassa do
bambu in natura (Figura 51), como também a sua remoc¢ao nas hidrolises acidas
(Figuras 52 e 53).
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Granulo

N Mag.\‘ WD . j de amido
s 175 SE "

Figura 51 — Células de parénquimas da amostra in natura
com a presencga de granulos de amido

Assim como na microscopia optica, foi observado que as hidrdlises acidas
conseguem remover de forma satisfatoéria praticamente todo o amido contido nas
células de parénquimas do bambu como mostrado nas Figuras 52 e 53 em relagéo a

Figura 51.

Acc¥  Probe Mag WD Det F————— 20um
150k 40 %600 16 SE

Figura 52 — Células de parénquimas da amostra tratada com
solugéo de H2S04 2% (v/v)
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AtV Probe Mag WD Det F———1 10um
15.0kv 40 x1000 17 SE

Figura 53 — Células de parénquimas da amostra tratada com
solugéo de H2SO4 5% viv

Foi evidenciado que houve rupturas na biomassa em todos os tratamentos
hidrotérmicos (com agua a 121°C) aplicados, sendo mais evidente na amostra da
Figura 54 provavelmente por conta das sucessivas extragdes, também foi notado
com mais nitidez o alargamento das microcicatrizes onde se fixam os granulos de
amido quando estdo presos na estrutura do vegetal, através da Figura 54 foi

observada também a porosidade da morfologia estrutural do bambu.

Accl Probe Mag, WD /Det
15.0kY 4.0 " x 600 17 SE

Figura 54 — Células de parénquimas da amostra apos a 262 extracao para
a remogao de amido no sistema semiaberto sob pressao
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As fibras provenientes dos diferentes tratamentos foram comparadas a
amostra in natura (Figura 55). Foi observado que as mesmas aparentam um
desgaste (deformagéao/ruptura) apds o tratamento, principalmente a proveniente da
remogdo do amido no sistema semiaberto sob pressdo, fato esse ocorrido

provavelmente pelo motivo ja discutido no item 5.2.2.1.

| y L4
Figura 55 — Fibras de bambu proveniente de diferentes amostras:

a) in natura;b) tratamento c/ 2% H2SOs; c) tratamento ¢/ 5% H2SO4 e d) Remogao do
amido no sistema semiaberto sob pressao

A microscopia eletrénica de varredura confirma os resultados na remogao do
amido através da sua remogao na biomassa, assim como, as modificagdes ocorridas

na biomassa apos os tratamentos.
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5.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica apresentou se ocorreu alguma mudanga no
comportamento da biomassa vegetal através de sua perda de massa quando
submetida a degradacao térmica.

A primeira perda de massa, mostrado na Figura 56 e na Tabela 19 como 1°
Evento, foi devido a evaporagdo de agua contida nas amostras. Nenhuma das
amostras foi analisada em base seca, apenas foram submetidas a uma redugao do
teor de umidade em estufa (105°C+5°C por 6 horas). A amostra in natura para esta
analise foi proveniente da armazenagem em caixa box, onde nesta, apenas houve
uma reducédo da umidade em estufa (60°C+5°C por 60 horas) como citado no item
4.1.

TGA
%

100.00~ 3° Evento

Remogdo do Amido SSA sob Pressdo
——— InNatura

Trat. ¢/ 5% H2S04
Trat. ¢/ 2% H,S04

50,00~

1
}
1
1
[}
1
1
}
1
1
[}
1
1
}
1
1
[}
1
0.00- 1
}

1° Evento 2° Evento
1 [}

000 20000 30000 600,00
Temp [C]

Figura 56 — Curva da TGA das amostras realizadas

Tabela 19 — Perda de massa em percentual na TGA

Amostra 1° Evento 2° Evento 3° Evento
13,7 % 65,9 % 20,5 %
In Natura (25-125°C) (125-360°C) (369-700°C)
Tratamento ¢/ Solugao de 7.7 % 62,6 % 23,8 %
H2S042% (v/v) (25-125°C) (125-370°C) (370-700°C)
Tratamento ¢/ Solugao de 9.8 % 73,8 % 14,5 %
H2S045% (v/v) (25-125°C) (125-390°C) (390-700°C)
Remociao do Amido no
) ) 7.8 % 81,62 % 12,1 %
Sistema Semiaberto sob (25-125°C) (125-405°C) (405-700°C)

Pressao
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Mais de 50% da massa de todas as amostras foi perdida no intervalo de 125 a
405°C (2° Evento), resultados semelhantes aos de Guimaraes Junior (2013) para a
mesma espécie de bambu submetida a diferentes tratamentos quimicos. Essa perda
€ atribuida a compositos organicos ndo minerais como hemicelulose, lignina,
celulose e outros.

Ainda no 2° evento foi observada uma diferenca nas perdas de massa entre
as amostras, segundo Guimardes Junior (2013), essa pode ser atribuida aos
tratamentos que as fibras sofreram pelas diferentes condigdes. Segundo o mesmo
autor as amostras tratadas mostram maior estabilidade térmica em relagdo a in
natura segundo a curva, visto que, retardaram o inicio da degradacgao principalmente
a tratada com 5% de acido e a que ocorreu a remogao do amido no sistema
semiaberto sob pressdo. Esse comportamento pode ser atribuido a maior remocao
de materiais amorfo presente na biomassa nesses tratamentos.

Foi notado que, assim como nos tratamentos submetidos por Guimaraes
Junior (2013), para a mesma espécie de bambu, as fibras se tornam termicamente
mais estaveis, assim como, mais pura em relagdo a amostra in natura, tendo em
vista que, as temperaturas de degradagao das amostras foram retardadas de acordo

com os tratamentos empregados.
5.3 SISTEMA DE RECUPERACAO DE FURFURAL E 5-HMF

Foi constatada uma perda de agua na hidrolise realizada no sistema
semiaberto, o volume dessa perda no ponto 6timo foi de aproximadamente 400ml ao
final do tempo decorrido e do acionamento do flash, algo esperado devido ao design
do reator adotado. Através do sistema mostrado no item 4.4 foi recuperado na forma
de condensado aproximadamente 75% desse volume. O condensado possuia
aspecto hialino e com forte odor de furfural.

O sistema se mostra promissor para a recuperagao dos condensados se
observado os valores de remogao vistos na Tabela 17 e a recuperagao obtida,
desde que, posteriormente os condensados sejam direcionados a um sistema de

concentracdo dos compostos com valores comerciais agregados.
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5.4 FERMENTACAO

Com a fermentacao dos meios foi possivel, além da obtencao de bioetanol,

estudar o comportamento da operacao e suas variaveis.
5.4.1 Preparagao do Mosto de Bambu

No ajuste do pH para 5,0, foi formado um material insoluvel que escureceu o
mosto de bambu (Figura 57), o mesmo foi removido por filtragdo simples (Figura 58)
e nao caracterizado.

Ap06s autoclavagao do mosto de bambu adicionado dos nutrientes, foi formado

outro precipitado que nao foi removido para o inicio da fermentagao (Figura 59).

(| | \

/ a) b) _ a

Figura 57 — Extrato proveniente da hidrolise acida do bambu
com a) pH menor que 1 e b) iguala b

- | BEK
.lrencmsam' o
Téenicos de Laborat)

A

Figura 58 — Filtracdo do ext'f'ato hidrolisado de bambu com pH ajustado em 5
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Figura 59 — Precipitado formado no mosto de bambu estéril

5.4.2 Processo Fermentativo

Foi iniciado o processo fermentativo do mosto de bambu e foi observado que
a levedura inoculada, apds decorrido alguns minutos, flotava no meio e quando
agitado manualmente para melhor dispersdo decantava no fundo do reator
aglutinada ao precipitado citado no item 5.3.1 (Figura 50), pelas caracteristicas e
natureza do material possivelmente o precipitado era composto também por amido
gelatinizado. Foi visto que, por conta desse fendmeno, ndo era possivel coletar
amostras representativas para a contagem de viabilidade celular na camara

Neubauer.

Figura 60 — Comportamento do indculo de levedura no mosto de bambu:
a) flotando e b) decantada com o precipitado
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Com a adigcédo de agitacdo ao meio reacional foram resolvidos os problemas
de flotacdo e precipitagdo do inoculo. Foi adicionada a agitagdo com barra
magnética revestida de teflon e agitador magnético (Figura 61).

Para a contagem na camara de Neubauer foi necessaria uma diluicdo de 5
(cinco) vezes da amostra, devido ao comportamento da levedura em se aglutinarem

em forma de cachos dificultando a contagem (Figura 62).

Figura 62 — Arranjo em cacho da Saccharomyces cerevisiae
Fonte: http://lucio15.altervista.org/vino/nuova_pagina_1.htm
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5.4.3 Parametros Cinéticos

Transcorrido as 72h apds o inicio da fermentagdo adotando o regime de
coleta mostrado no Quadro 4, assim como, contabilizando as células de leveduras
(viaveis e inviaveis) e mensurando os teores de agucares redutores totais e
bioetanol com suas respectivas metodologias, foi possivel, através dos calculos
cinéticos adotados, comparar o mosto de bambu com o mosto padrdo de glicose.

Resultados mostrados na Tabela 20.

Tabela 20 — Resultados cinéticos da fermentagao

Mosto Mosto

Padrio Bambu

Substrato Inicial' (g/1) 15,80 15,60
Substrato Final® (g/l) 0,78 3,02
Etanol Produzido (g/1) 8,05 4,14
Biomassa Celular Inicial (g/1) 3,99 2,08
Biomassa Celular Final (g/1) 11,61 9,31
Rendimento® (%) 50,96 26,54

p max (g/g.h) 0,168 0,228

Ks (g/) 0,084 0,114
g (h) 4,127 3,041

Yxis (g/g) 0,509 0,575

Yris (g/g) 0,528 0,329

a* (médio) 1,923 0,684

B* (médio) 0 0

(1) Analisado no Tempo 0 (zero); (2) Analisado apds 72h; (3) Rendimento tedrico é de 51,1%
(4) Coeficientes da equacgéao de Luedeking e Piret

Apesar da quantidade de indculo inicial serem iguais para ambos os mostos
(3g/l), de mesmo fabricante e lote, a coleta realizada no tempo zero apresentou
biomassa celular inicial (g/l) diferentes entre si, possivelmente, mesmo com a
agitacdo submetida aos meios reacionais algumas células continuaram sendo, de

alguma forma, decantadas no mosto do bambu para o fundo do reator pelo
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precipitado mostrado no item 5.4.2 tornando-se mais dificil a sua coleta pelo
amostrador ou até, pode ter ocorrido a morte de algumas células, devido a presséo
osmotica e a toxicidade mais elevadas proveniente da degradacéo pelo acido de
outros materiais presentes na biomassa em relagdo ao mosto padrao.

Através dos resultados expostos na Tabela 20 foi observado que o
rendimento na produgao de bioetanol do mosto de bambu foi menor em relacéo ao
padrao em 47,90% para a, provavelmente devido a alguns agucares contido no
mosto de bambu n&o serem utilizados como fonte de carbono pela levedura
Saccharomyces cerevisiae, pois, parte deles foram possivelmente proveniente da
hemicelulose, que € por sua vez, rica em xilose e arabinose, ambos acgucares
redutores nao fermentesciveis pela levedura utilizada.

Segundo Alper e Stepahnopoulos (2009) apud Barcelos (2012) a S. cerevisiae
durante sua evolugdo nao foi exposta a diferentes agucares, a componentes
aromaticos e as e as condigoes adversas (alta pressdo osmotica, subprodutos
inibidores, entre outros) tipicamente presentes em meios resultantes da hidrélise de
substratos lignocelulésicos. Salienta-se que o mosto pode conter, além de furfural e
5-HMF, outros compostos inibitérios de fermentacdo como acido acético e acido
férmico, este ultimo, proveniente da hidrdlise acida a quente do furfural.

A constante de Saturacdo (Ks) do mosto padrdo foi numericamente menor
que a do mosto de bambu que, segundo Borzani et al. (2001), quanto menor for o
valor dessa constante mais amplo sera o patamar da curva e que se encontrara
mais proximo de Pmax, isso demonstra, segundo Silva Filho (2015), a maior afinidade
da levedura entre o substrato glicose do mosto padrao em relagdo aos agucares do
mosto de bambu, resultado plausivel, visto que, o0 mosto padrdo € composto apenas
por uma unica fonte de carbono utilizado pelo microrganismo.

O tempo de geracdo (g) do mosto padrdao foi mais elevado devido
primeiramente a velocidade de crescimento especifica maxima (Mmax) do mosto de
bambu ser levemente superior, como também, a concentragao de células na fase de
crescimento do mosto padrao ser 17,58% superior a do mosto de bambu. Contudo,
o tempo de geragao de ambos meios foi relativamente alto para a cinética estudada,
fato que pode ser vinculado, entre outras variaveis, ao lote da levedura utilizada.

A converséao de substrato em células (Yxs) dos experimentos foi praticamente
igual, entretanto, a conversao de substrato em produto (Ypis) foi maior no mosto

padrédo em relagdo ao mosto de bambu, visto que, 0 mosto padrdo nao possui em
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sua composicao limitantes expressivos. Esse resultado é diretamente proporcional
ao rendimento da fermentacdo e a variagao entre os valores pode ser atribuida aos
mesmos motivos do rendimento.

Nas Figuras 63 e 64 foi confirmado o consumo do substrato glicose no mosto
padrao ser de mais facil absorcéo para a levedura, pois, com praticamente 12 horas
apos o inicio da fermentagéo o microrganismo ja havia consumido praticamente todo
o substrato. O aumento da sua massa apds praticamente todo o consumo do
substrato pode esta associada a outras fontes de nutrientes que a levedura usou
para sua manutencao como o extrato de levedura e ureia. Foi notado também que,
as 6 horas iniciais da fermentacdo o consumo do substrato para ambos meios foram
muito semelhantes, provavelmente devido ao consumo dos agucares mais simples

como glicose e outros contidos no mosto do bambu.
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Figura 63 — Perfil cinético do mosto padrao onde:
X e a concentracao da biomassa celular, S o substrato e P o produto.

Também na Figura 64 foi observado que a biomassa celular produzida, como
ja citada, foi menor no mosto de bambu, provavelmente devido a presenca de
acgucares nao assimilaveis pela levedura. Foi notado que nas primeiras 6 horas, a S.
cerevisiae consumiu provavelmente todos os agucares mais simples disponiveis e
que ao longo da fermentacdo teve mais dificuldades no consumo dos outros

agucares que por sua vez deveriam ser mais complexos como di- ou trissacarideos.
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Figura 64 — Perfil cinético do mosto de bambu onde:
X e a concentragao da biomassa celular, S o substrato e P o produto

O gréfico da Figura 64 ainda mostra que apds 60h de fermentagdo houve um
leve crescimento celular e na producao de etanol, assim como, um consumo de
substrato, isso pode ter ocorrido por causa de uma possivel readaptagdo da
levedura para as fontes de carbono disponiveis no meio.

A producao de bioetanol mediante consumo de subtrato do mosto de bambu
foi distinto, pois, enquanto a levedura no mosto padrao produziu 5,88g/L de etanol
consumindo aproximadamente 12 g/L do substrato, o mosto de bambu produziu
3,69¢/L de bioetanol para o mesmo consumo de agucares.

Foi avaliado os coeficientes da Equacao 6.6 descrita por Luedeking e Piret
(1959) junto ao grafico mostrado na Figura 65. O modelo descrito e calculado (ver
Tabela 20) mostrou-se valido para a diferente de zero e B igual a zero, pois,
graficamente também se observou que o produto formado é associado ao
crescimento caracteristico diante o tipo de substrato, a levedura escolhida e o
produto obtido.
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Figura 65 — Perfil de formagéo de produto em relagdo ao aumento da biomassa

celular

5.5 BALANCO MATERIAL FINAL

Com os resultados obtidos nesta pesquisa e com as consideragdes descrita

no Quadro 6, foi montado um fluxograma do balango material final no conceito de

biorrefinaria na producao de etanol proveniente do bambu.

Quadro 6 — Consideragdes para o balango de material final

Parametro Valor adotado Referéncia
Densidade do Etanol 789K g/m? -
Rendimento da Fermentacao do Mosto de Bambu 26,5% Tabela 20
Teor de Umidade do Bambu 20% SANTI (2015)
Producio de Celulose de Bambu no Brasil 150.000 t/ano SANTI (2015)
Rendimento de Celulose proveniente do Bambu 50% PIOTTO (2003)
Colheita de Bambu no Brasil para Celulose 3(12'8?32:(/;1;0 IS)?OI\,?:I,I (gz(gloi))g
Producio de Etanol por tonelada de Cana-de-Aciicar 85 litros OGATA (2013)
Producio de Etanol safra 2014/2015 28,65 bilhoes de CONAB (2015)

litros

Foi constatado que o volume de etanol por tonelada do bambu € superior em

16,6% em relagao cana-de-agucar (Figura 66), se destaca dois pontos importantes:
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o primeiro € que o bambu é perene, isto €, ndo ha época de crescimento especifico
e a mesma planta aceita varios cortes ndo necessitando de replantio como citado
anteriormente; o segundo ponto € que, o rendimento em etanol da fermentagdo do
mosto de bambu foi praticamente a metade do rendimento obtido quando o mosto &
proveniente da cana-de-agucar. Na Figura 66, foi observado também que o volume
obtido de alcool proveniente do bambu aumentaria a producdo anual brasileira em
0,14%, um valor relativamente baixo, porém se fermentado com outros tipos de
microrganismos poderia se obter outros produtos de valor comercial como o acido

gluconico.

1t de cana-de-
acucar

¥

102 L de Etanol 85 L de Etanol

1tde bambu

¥

38,78 milhoes de 28,65 bilhoes de
Litros de Etanol/Ano Litros de Etanol/Ano

Figura 66 — Comparagao entre o etanol proveniente do bambu e cana-de-agucar

Os resultados descritos por Azzini et al.(1987a) de 127,7 a 147,9 litros de
etanol/t de bambu foram acima dos obtidos neste estudo. Porém os mesmos nao
fermentaram os acgucares obtidos em seus experimentos de hidrolise apenas
estimaram o rendimento em etanol diante os valores de agucares obtidos em seus

estudos na hidrolise da biomassa do bambu.
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6 CONCLUSOES

b)

Com bases nos experimentos realizados concluiu-se que:

Os colmos de bambu utilizados neste trabalho, por serem relativamente novos
em comparagdo ao diametro maximo do colmo maduro alcangado pela
espéecie, continham teor maximo de amido de 11,37%, esse teor tende a
aumentar com colmos mais velhos;

A remogédo do amido do bambu apenas com agua a 100°C e 120°C sob
pressao de 1kgf/cm? obteve baixos rendimentos além do desgaste demasiado
demonstrado nas fibras no sistema de continuas extragdes, porém, serve
como teste qualitativo de amido no colmo, assim como, uma explanacao das
caracteristicas da biomassa vegetal avaliada;

O melhor rendimento na producdo de acucares redutores totais nas
condicdes das hidrolises avaliadas foi de 15,40+0,65g/L com 2% v/v de
H2S04, como agente hidrolisante, tempo de 50 minutos e com o bambu na
forma de cavacos passando por desfibramento de 90 segundos;

O processo de hidrolise acida adotado ndo hidrolisa a celulose, porém,
hidrolisa tanto o amido quanto a hemicelulose contida na biomassa vegetal e,
como resultado do tratamento, obteve-se outros acgucares redutores
proveniente da hemicelulose ndo metabolizados pela levedura S. cerevisiae;
O furfural e 5-hidroximetilfurfural formados na hidrdlise podem ser
recuperados em 36,00% e 46,59% respectivamente através do sistema de
flash com condensacéo desenvolvido para a pesquisa,;

E possivel obter bioetanol do amido contido no bambu submetendo a
biomassa vegetal a hidrdlise acida em condi¢cbes relativamente brandas:
temperatura de 121°C, pressdo de 1kgf/cm? e solugdo de 2% v/v de H2SOs4,
restando-se assim a celulose com 27,03% menos residuos para possivel
prosseguimento na fabricagao de papel e celulose;

A levedura S. cerevisiae sozinha nao consegue converter todos os agucares
obtidos da hidrolise em etanol, devido ao fato da mesma n&o apresentar

sistema enzimatico capaz de realizar o metabolismo;
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O volume de etanol obtido por tonelada de bambu através dos métodos
aplicados e das referéncias utilizadas € superior em 16,66% ao obtido por
tonelada de cana-de-acgucar;

Perante a producgao brasileira de celulose proveniente do bambu o volume
obtido de bioetanol, se a biorrefinaria fora adotada, acrescentaria pouco a
producdo anual desse combustivel, entretanto, otimizaria o processo na
fabricagdo de celulose eliminando interferentes e subprodutos prejudiciais ao
meio ambiente, como também, geraria outros produtos nobres na mesma

planta fabril.

Embora o processo desenvolvido no experimento demonstre potencial para o

conceito de biorrefinaria para a produgao conjunta de celulose e etanol utilizando-se

o bambu, muito ainda pode ser investigado e explorado para o aprimoramento desse

conceito. Entéo, se elenca abaixo sugestdes de trabalhos futuros.

a)

b)

c)

Explorar outras condicdes na hidrolise como: maior pressao e outras
concentragbes do(s) acido(s) envolvido(s), como também, utilizacdo de
enzimas em um pré ou pos-tratamento da biomassa para maior rendimento
em agucares redutores ou arraste de vapor na biomassa,;

Investigar mais profundamente os compostos formados na hidrdlise, visto
que, o rendimento menor em etanol pode estar vinculado ndo apenas aos
acucares nao fermentesciveis pela levedura utilizada (xilose e arabinose),
como a outros interferentes que podem ter sido formados na hidrdlise,
inibindo uma elevacgao do rendimento da fermentacéo;

Avaliar se o escurecimento da biomassa vegetal apos a hidrdlise acida tem
algum impacto como menor resisténcia das fibras celulésicas ou consumo
adicional de reagentes no branqueamento do papel produzidos com a
celulose posterior pré-tratamento;

Caracterizar o precipitado formado no mosto de bambu no aumento do pH
para 5 como preparacgao para fermentagao;

Investigar a fermentagéo com outras culturas além da S. cerevisiae a levedura
Pichia stipitis que metaboliza xilose e outros agucares e se mostra promissora
para hidrolisado lignoceluldsicos, assim como, Scheffersomyces stipitis, P.
tannophilus e Candida shehatae.
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