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ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR E
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

RESUMO:

O bioetanol é um combustivel produzido por meio da fermentagdao do
acucar do caldo da cana, que representa apenas um ter¢co do carbono (energia), presente na
planta. Atualmente, estdo sendo feitos esforcos para o aproveitamento do restante da
biomassa, divididos entre as folhas e bagaco do colmo. Esta biomassa lignoceluldsica poderia
ser aproveitada para produg¢do de etanol, desde que submetida a processos hidroliticos
quimicos (4cidos e bases) e enzimaticos gerando agucares fermentesciveis. Pela fermentacao
alcodlica é possivel a producdo de etanol a partir da mistura de agucares liberados. Neste
trabalho procurou-se a padronizacdo de procedimentos para avaliar o pré-tratamento fisico e
quimico do bagaco da cana-de-agucar, aliado a diferentes tratamentos térmicos a partir de duas
granulometrias de bagaco (1,1 e 2,5 mm). Para o delineamento experimental, utilizou-se
tratamentos ajustados em fatorial 4 X 5, sendo que as varidveis foram a influéncia do tempo de
pré-tratamento (0, 15, 30, 45 e 60 minutos) e concentracdo de 4cido sulfdrico (H,SO4) a 7 e
9%. Estes fatores exerceram influéncia sobre o desempenho da pré-hidrélise, medido pela
liberacdo agucares redutores (AR) na solucdo e a % de espécies quimicas no bagago pré-

tratado.

PALAVRAS-CHAVE: bagaco de cana-de-actcar, acido sulfirico, pré-tratamento



PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND ACID HYDROLYSIS OF
SUGARCANE BAGASSE. Botucatu, 2010. 47 p. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia/Energia na Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho™.
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SUMMARY:

Bioethanol fuel is produced through the fermentation of sugar cane
juice, which representes only a third of the carbon (energy) present in the plant. Currently,
efforts are being made to the use of the remaining biomass, divided among the leaves and seed
stalk. This lignocellulosic biomass could be used for ethanol production, provided that
undergo hydrolytic process chemicals (acids and bases) and enzymatic generating fermentable
sugars. For fermentation is possible to produce ethanol from mixed sugars released. This
research is the standardization of procedures to assess the pre-treatment physical and chemical
properties of bagasse from sugar cane, coupled with different thermal treatments from two
particle sizes of mulch (1,1 and 2,5 mm). For this experiment, we used adjusted treatments in a
factorial 4 x 5, and the variables were the influence of time of pretreatment (0, 15, 30, 45 and
60 minutes) And concentration of sulfuric acid (H,SQO,4) 7 and 9%. These factors have exerted
influence on the performance of pre-hydrolysis, measured by the release sugars (RS) in the

solution, and% of chemical species in the pretreated bagasse.

KEYWORDS: sugarcane bagasse, sugarcane, sulfuric acid pretreatment



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar (Saccharum
officinarum L.) seguido pela India e Australia. A inddstria sucroalcooleira esmagou em 2009
entre 622,03 a 633,72 milhdes de toneladas de cana-de-acucar. Este volume representa
aumento de 8,6% a 10,7% comparado as 572,57 milhdes de toneladas processadas em 2008,
estes dados estdo relacionados com o primeiro levantamento da safra realizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) em 2009.

De cada tonelada de cana moida, obtém-se cerca de 700 L de caldo e
300 kg de bagaco representando 30% de matéria seca. Desta forma, das cerca de 500 milhdes
de toneladas de cana moidas nas usinas e destilarias do Brasil, a cada ano, sdo obtidos por
volta de 150 milhdes de toneladas de bagaco (BURGI, 1995). O bagaco da cana-de-actcar,
resultado da extracdo do caldo apds esmagamento nas moendas constitui residuo no campo e
na usina respectivamente sendo o maior residuo da agroindustria brasileira. Segundo Filho,
citado por Marques (2009), o alvo € aproveitar o bagaco e a palha da cana-de-actcar, fontes de
celulose que respondem por dois tercos da energia da planta, mas ndo sdo convertidos em
biocombustiveis.

Existem vdrias formas de converter o material celulésico a etanol.
Residuos como aparas de madeira, bagaco de cana ou sabugo de milho por se tratar de um
material lignocelulésico é constituido por celulose, hemicelulose e lignina que podem variar

contendo diferentes concentracdes, dependendo do material analisado. A biomassa pode ser



transformada em biocombustiveis desde que sua estrutura seja hidrolisada por processos
quimicos (dcidos e bases) e/ou enzimdticos para a sua hidrélise gerando agucares
fermentesciveis. Pela fermentagdo alcodlica € possivel a produgdo de etanol a partir da mistura
de agucares liberados da massa lignocelulésica.

Alguns autores vém mostrando a eficiéncia da hidrolise enzimatica em
relacdo a hidrdlise dcida. No caso da hidrdlise enzimdtica, o pré-tratamento do bagaco foi
essencial, mas altas pressdes nao foram requeridas. A producdo de dlcool foi mais elevada
realizando a fermentag¢do do hidrolisado enzimdtico do que do hidrolisado dcido. Embora os
processos de hidrélise dcida estejam mais desenvolvidos tecnologicamente, espera-se que 0S
processos enzimaticos tenham seus custos bastante reduzidos com o avango da tecnologia
envolvida e venham a ser a melhor opcao no futuro (RABELO, 2007).

Microrganismos de fermentacdo que podem utilizar as pentoses vém
sendo projetados através de modificacdes genéticas, mas os rendimentos em etanol ainda ndo
sdo suficientes para tornar o processo economicamente atrativo. Diversos produtos de
degradacdo, tais como o dcido férmico, acético, furfural, hidroximetilfurfural e fendis,
produzidos durante o pré-tratamento e a hidrélise, podem inibir o processo de fermentacio e
afetar rendimentos do etanol, devendo assim ser removidos ou suavizados (PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000; KNAUF e MONIRUZZAMAN, 2004).

O objetivo deste trabalho foi estudar o aproveitamento do bagaco de
cana-de-acticar como biomassa para producdo de energia, tendo em vista otimizar processos
de pré-tratamento fisico e quimico para hidrélise &4cida e/ou enzimdtica do material

lignoceluldsico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acgicar

A cana-de-acgticar uma graminea originaria da India e introduzida no
Brasil na época colonial, cujo nome cientifico é Saccharum officinarum L., se desenvolve bem
em regides de clima tropical e subtropical. Pertence a familia das gramineas, constituem uma
grande familia de plantas da classe das monocotiledoneas, de folhas envolventes e caule em
geral oco. Desde a sua origem até os dias atuais ela vem passando por modificagdes, o que
resultou em vérias espécies, as quais diferem entre si principalmente quanto ao contetdo de
fibras e acticares. A maior parte da cana-de-agucar cultivada é hibrida da planta original com
outras espécies da mesma familia (JOAQUIM, 1997).

Existem diferencas significativas entre as variedades de cana-de-
acucar, que sdo determinadas pela maneira como a planta é cultivada, englobando fatores
como tipo de solo, duracdo do periodo vegetativo, tipo de sistema de colheita e condigdes
climéaticas. A dureza da cana, sua densidade e a composi¢do da fibra variam de espécie para
espécie, o que pode afetar o comportamento no processo de extracdo. A cana-de-agucar
apresenta também grande variedade por modificacdes genéticas, empregadas no processo de
melhoria da qualidade desta planta e obtidas pelo cruzamento entre diferentes tipos (GARCIA,

2009).



Conforme detalhado por Seabra (2008) e Neto (2009) a planta de cana-
de-aguicar € composta por colmos no quais se concentra a sacarose (C;pH»,0;;), folhas que
constituem a palha da cana e raizes (Figura 1). A obtencdo de etanol através da fermentagao

da glicose obtida da cana é conduzida a partir da seguinte reacdo quimica:
Sacarose + Levedura = Etanol + CO, (C1,H2,01; — 2C,H50H + 2CO»).

Esse processo € conhecido como tecnologia de primeira geracdo de
obtencdo de etanol e possui rendimento energético de aproximadamente 30% do total contido

na cana-de-agucar.
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Figura 1 - Morfologia da cana-de-actcar (adaptado de SEABRA, 2008).



2.2. Bagaco de cana-de-aciicar

2.2.1 Caracteristicas do bagaco de cana-de-acicar

O bagaco de cana-de-agucar representa a principal forma de biomassa
produzida em paises tropicais, devido ao grande volume gerado em destilarias. Este material
apresenta alto teor de carboidrato sendo assim, o bagago se constitui como material promissor
para producao de etanol e outros produtos (GARCIA, 2009).

A composicao do bagaco estd diretamente relacionada a morfologia da
cana-de-acticar, onde se encontram fibras exteriores do colmo ou da casca, feixes
fibrovasculares e outras formas fibrosas que dao resisténcia ao colmo do vegetal. Além disso,
a planta apresenta tecido parenquimatoso, comumente citado como miolo ou medula
(ICIDCA, 1999).

As medulas sao de forma e tamanho irregulares com razdo
diametro/comprimento por volta de 5. As corticas tém elevada razao/comprimento e consiste
de particulas retangulares (MACHADO, 2000).

A epiderme, camada fina que cobre o colmo e o protege, atua como
impermeabilizante do suco, no qual abundam componentes nao-fundamentais da cana-de-
acucar, que sdo quimicamente classificados no bagaco como extrativos (ICIDCA, 1999).

A casca, composta por fibras muito lignificadas, apresenta
caracteristicas principais como parede celular grossa, longitude e rigidez, que protegem o
colmo dos efeitos mecanicos e exteriores. Estas fibras t€ém como funcdo morfoldgica a
sustentacdo da planta. Na drea interna do colmo encontra-se o tecido parenquimatoso, cuja
funcdo é o armazenamento de compostos de reserva. Em meio a este tecido, aparecem 0s
feixes fibrovasculares, que dividem a fung¢do de sustentacdo com a conducdo de
fotoassimilados ao longo do colmo da planta (ICIDCA, 1999).

Do ponto de vista fisico, o bagagco € constituido por quatro fragcdes
distintas, cuja porcentagem média € de 45% de fibra ou bagaco, 2 a 3% de sélidos insoluveis,

2 a 3% de s6lidos soliveis e 50% dgua (ICIDCA, 1999).



2.2.2 Parede celular

A arquitetura da parede celular € bastante complexa e extremamente
resistente, formado por um emaranhado super-compacto de fibras. Cada célula da cana, assim
como de outros vegetais, € revestida por uma malha de fibras de celulose e outros polimeros
de acticar que, juntos funcionam como uma barreira, dando sustentacio a planta e protegendo-
a contra o ataque de insetos e microrganismos (ESCOBAR, 2010).

A composi¢do da biomassa vegetal por se tratar de um material
lignocelulésico € constituido por celulose, hemicelulose e lignina que podem variar contendo
diferentes concentracdes, dependendo do material analisado. O bagago de cana-de-agicar tem

sido analisado e estudado apresentando em média os seguintes valores (Quadro 1):

Quadro 1 - Composi¢do média do bagaco de cana-de-acticar

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Referéncia
40,0 25,0 ND* Escobar, 2010
37,35 +/- 0,5 23,66 +/- 0,9 25,10 +/- 0,5 Garcia, 2009
54,55 26,75 10,44 Pietrobon, 2008
39,6 +/- 1,6 19,7 +/- 0,6 25,8 +/- 0,2 Rabelo, 2007
46,98 35,37 12,43 Morais, 2010

ND#* - ndo determinado.

2.2.2.1 Celulose

A celulose um carboidrato fibroso, resistente e insolivel em dgua é
encontrado na parede celular dos vegetais, particularmente em raizes, troncos, galhos e em
todas as partes lenhosas dos tecidos vegetais. O carboidrato € um homopolissacaridio linear e
nao-ramificado, composto por 10 a 15 mil unidades de D-glicose. Os residuos de glicose na
celulose estdao unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 (Figura 2). A unidade de repeti¢ao
da celulose € considerada a celobiose, um dissacarideo de D-glicose com ligacdes P-1,4

(LEHNINGER, 1995).




As moléculas de celulose estdo unidas em microfibrilas e possuem
propriedades cristalinas devido ao arranjo ordenado de suas moléculas em certas partes, as
micelas das microfibrilas. As microfibrilas de celulose se entrelacam para formar finos

filamentos que podem enrolar-se uns sobre os outros (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

CILOM H OH Il O

CHZOH

+— TTnidade de celuloze +—»

¢

Celobiosze

Figura 2 - Representacdo da cadeia linear de celulose (adaptado de RAVEN
et al. 2001).

2.2.2.2 Hemicelulose

As microfibrilas de celulose sdo embebidas em uma matriz de
polissacarideos nao celuldsica, composta principalmente de hemicelulose e substancias
pécticas. Esses polissacarideos unem as microfibrilas, mantendo-as juntas lado a lado
(CASTRO, 2005).

Hemicelulose € uma complexa mistura heterogénea de acucares
altamente ramificados. Os xilanos, arabinoxilanos, galactomananos, glucomananos e
xiloglucananos sao as classes mais freqiientes de hemicelulose. Todas as hemiceluloses
possuem uma espécie de eixo formado por uma cadeia plana de actcares unidos quase sempre
por ligacdes B-1,4 podendo sair ramificagdes curtas, as formulas de alguns dos principais
acucares componentes das polioses sdo apresentados na Figura 3. Possuem também algumas

caracteristicas estruturais que as impedem de formar agregados fibrilares, como ocorre nas

cadeias de celulose (CASTRO, 2005).
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A cana-de-agucar, da familia das gramineas é uma monocotiledonea.
As paredes celulares de gramineas possuem apenas quantidades pequenas de xiloglucano e
pectina, as quais sdo substituidas por glucuronoarabinoxilano e B—(1,3 e 1,4) D — glucano

(TAIZ, 2004).

HO \OH H / oH

H OH

BETA-D-XILOSE BETA-D-GLUCOSE

Figura 3 - Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses
(adaptado de RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

2.2.2.3 Lignina

Depois da celulose, a substancia organica mais abundante nas plantas é
a lignina, um polimero de grupos fenilpropandides altamente ramificado que representa
funcOes primdrias e secunddrias. A estrutura precisa da lignina ndo € conhecida devido a
dificuldade de extrair lignina das plantas, pois estd covalentemente ligada a celulose e a outros
polissacaridios da parede celular. A lignina € encontrada nas paredes celulares de vérios tipos
de tecidos de sustentacdo e vascular. E depositada, sobretudo no espessamento da parede
secunddria, mas também pode ocorrer na parede primdria e na lamela média em intimo contato
com a celulose e hemicelulose ja presentes (TAIZ, 2004).

A lignina é em geral formada por trés diferentes alcodis de
fenilpropanéides: coniferil, cumaril e sinapil, que sdo sintetizados a partir da fenilalanina

através de varios derivados do acido cindmico (TAIZ, 2004).
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2.3. Pré-tratamento do bagaco de cana-de-acicar

Considerando-se que o rendimento do processo de hidrdlise € baixo
(inferior a 20%), € possivel aumentar sua eficiéncia adotando-se procedimentos de pré-
tratamento (HAMELINCK et al. 2005). Primeiramente, a biomassa passa por um processo de
limpeza e adequacdo mecanica para obtencdo de uma boa eficiéncia nas proximas etapas, ja
que cada tecnologia possui uma caracterizagdo geométrica especifica. A matéria-prima deve
ser processada de forma que ocorra redug@o de suas particulas, a fim de facilitar seu manuseio
e aumentar a superficie de contato (NETO, 2009; GARCIA, 2009).

Segundo Neto (2009) e Hamelinck et al.(2005), a primeira etapa do
processo se inicia com o rompimento de sua estrutura celular a fim de tornd-las mais acessivel
aos tratamentos quimicos ou bioldgicos posteriores. A proxima etapa consiste na remog¢ao da
lignina e na hidrélise da hemicelulose, desta etapa fazem parte diversos tipos de métodos de
separacdo e podem ser divididos em processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Os fisicos
baseiam-se em caracteristicas fisicas dos fluidos para o rompimento das cadeias, como
explosdo de vapor, onde a biomassa triturada € tratada com vapor saturado, 160 a 260 °C
seguido de uma rdpida descompressdo e termo-hidrdlise (LHW — Liquid Hot Water) que
utiliza 4gua quente com pressdo acima do ponto de saturacao para hidrolisar a hemicelulose.

Os processos bioldgicos utilizam fungos para solubilizar a lignina. Em
algumas ocasides tratamentos bioldgicos sdo utilizados em combinacdo com tratamentos
quimicos; Para os processos quimicos, utilizam-se reagentes quimicos (dcidos e bases), sendo
divididos em: hidrdlise 4cida (por meio do uso de dcidos concentrados ou diluidos, sulftrico,
cloridrico ou nitrico), hidrélise alcalina (hidréxido de sédio ou cdlcio) e organosolv que se
baseia em uma mistura de solvente organico (metanol, bioetanol e acetona) com um
catalisador acido (sulftrico e cloridrico) € usado para atingir as ligacdes internas da lignina e
hemicelulose.

Dentre estes processos destacam-se outros meios como os combinados
por explosdo de vapor catalisada e o Afex (ammonia fiber explosion). A explosao de vapor
catalisada € a adicdo de H,SO4 ou SO4 ou CO,, sendo que, na explosdo de vapor pode
aumentar a eficiéncia da hidrdlise enzimética, reduzir a produ¢do de compostos inibidores e

promover uma remog¢ao mais completa da hemicelulose e o Afex € por meio da exposi¢do a
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amonia liquida a alta temperatura e pressdo por certo periodo de tempo, seguida de uma rapida

descompressao.

2.4. Processos para hidroélise de materiais lignoceluldsicos

A hidrélise tem como objetivo converter a celulose em glicose, apds a
quebra das ligacoes glicosidicas, conforme férmula: [(CsH9Os)n + H;O — n C¢H;20g)]. Este
processo pode ser catalisado pelo tratamento com diferentes tipos de &4cidos diluidos ou
concentrados, além da hidrélise enzimatica (por celulase). O quadro 2 apresenta uma

comparagdo entre os diferentes processos de hidrolise.

Quadro 2 - Comparagdo das tecnologias para hidrélise de celulose de acordo com Hamelink
et al. (2005).

) Temperatura Rendimento de
Métodos Consumo Q) Tempo alicose (%)
Acido diluido < 1% H,SO, 215 3 min 50-70
Acido 30-70% H>SO,4 40 2-6h 90
concentrado
Enzimatico Celulase 70 36 h 75-95

Segundo Sousa (1984), a hidrélise dcida diluida € a tecnologia mais
antiga para a conversdo de celulose a etanol. Na Alemanha em 1931, Sholler foi o idealizador
do primeiro processo em batelada de hidrélise com 4cido diluido utilizando a madeira como
matéria-prima. Para este fim, utilizou as seguintes condicdes de operagdo: 0,5 a 0,8% de
H,SOy; razdo licor/madeira (1,25/1 a 4/1) e 170 °C no periodo de 16 a 20 horas. Ao final, a
taxa de rendimento de hidrdlise foi de 45-55% de agucares. Neste processo, o pesquisador
contatou que a hidrdlise de materiais celuldsicos e a decomposi¢ao dos acicares formados
eram duas reacdes independentes e consecutivas, sendo a dltima mais rdpida e foi necessario
remover os agucares e resfrid-los rapidamente, apds sua formacao.

A hidrélise 4cida diluida € interessante, pois a corrosdo das partes
metélicas durante o processo € menor que na hidrélise dcida concentrada, sendo adequada para

a operacdo em larga escala. Entretanto, esse processo também tem vdrios problemas. A
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desvantagem € que o processo do dcido diluido ndo induz ao inchamento da regido cristalina
da celulose (RODRIGUES, 2007), o que provavelmente seria a causa do baixo rendimento do
método.

Duarte (1989) observou altas taxas de sacarificacdo de bagaco de cana-
de-agicar, quando o material foi submetido a hidrélise com 44,0% de 4acido cloridrico
concentrado (HCI), que foram efetuadas a 50 °C durante 20 minutos, obteve-se uma conversao
de 315 para 571 mg g ' de acicares redutores apés a pés-hidrélise, correspondendo a um
acréscimo de 81%. O autor relata que a desvantagem do processo € a formacdo do gel,
originado pela descristalizacdo da celulose nas regides penetradas pelo &dcido quando
submetidos a baixa relagdo liquido-sélido, agitacdo insuficiente e grande tamanho da particula
de substrato.

Embora os processos de hidrdlise 4cida estejam mais desenvolvidos
tecnologicamente e tenham maiores chances de se tornarem economicamente vidveis em um
futuro préximo, espera-se que 0s processos enzimaticos tenham seus custos bastante reduzidos
com o avango da tecnologia envolvida e venham a ser a melhor op¢do no futuro. Alguns
autores vém mostrando a eficiéncia da hidrdlise enzimadtica. Por exemplo, Rabelo (2007),
constatou que na hidrélise enzimadtica, o pré-tratamento do bagaco foi essencial, mas altas
pressdes ndo foram requeridas. O hidrolisado enzimatico apresentou uma méxima liberacdo de
glicose pode ser obtida a 25 °C, com concentragdo de H,O, de 7,355% por 1 hem pH 11,5. Os
resultados de massa e agucares redutores totais e glicose apds 48 h de hidrdlise a 50 °C e pH
4,8 foram 0,4899 g/g biomassa bruta seca e 0,3740 g/g biomassa bruta seca, respectivamente e
obteve-se um rendimento da massa de glicose correspondente a 84,07 %.

O processo de hidrdlise destina-se a degradar as macromoléculas de
celulose (polimero de glicose com seis carbonos) e/ou hemicelulose (polimero de xilose com
cinco carbonos), por meio da adi¢do de 4cido sulftrico aos residuos, no caso da hidrélise
dcida, ou pela ac¢do de enzimas (catalisadores bioldgicos), no caso da hidrélise enzimatica
(BASTOS, 2007). A primeira delas, acida, € bastante difundida, mas geradora de alguns
residuos poluentes e produtos que inibem a fermentacdo posterior, além de haver a
possibilidade de degradacdo da glicose formada. A enzimadtica ainda € economicamente
invidvel e a engenharia deste processo necessita de aperfeicoamento, o que reforca a

necessidade de se fazer pesquisas sobre o assunto (GARCIA, 2009).
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Segundo Rossell, citado por Marques (2010), na hidrélise 4cida, €
preciso melhorar a eficiéncia do processo, que ndo permite um controle tdo preciso da quebra
das ligacdes quimicas. O 4cido sulftrico destrdi parte do agicar formado, o dcido cloridrico,
mais eficiente, tem um problema ligado a corrosividade. No caso do processo de hidrolise
enzimatica, o entrave € o custo das enzimas, além da quantidade necessdria para o
desdobramento da celulose em glicose. O desafio € encontrar microrganismos capazes de
produzir enzimas mais produtivas. Escobar (2010), relata que essa tecnologia ja existe,
considerando-se que a natureza estd cheia de fungos e outros microrganismos (bactérias e
leveduras) capazes de degradar biomassa vegetal. Comercialmente, hd misturas enzimaticas
(chamadas coquetéis) no mercado que ja podem ser usados para producao de etanol celuldsico

em laboratério, mas o custo ainda € alto demais para aplicacdo em escala industrial e falta

especificidade para o bagaco de cana, que € a principal fonte de biomassa disponivel no Brasil.

2.5. Producao de etanol de segunda geracao a partir do bagaco de cana-de-aciicar

O etanol (C,HsOH) é um composto que pode ser obtido por
fermentacdo ou sintese, € produzido a partir da fermentacdo de carboidratos da biomassa de
cana-de-actcar, beterraba e cereal como o milho e outros grdos envolvendo tecnologias
relativamente simples (BASTOS, 2007). O material, primeiramente, deve ser processado de
forma que ocorra reducdo de suas particulas, a fim de facilitar seu manuseio. Em seguida,
acidos e/ou as enzimas sio utilizadas como catalisadores para separar ou hidrolisar as cadeias
de hemicelulose e celulose para formar seus respectivos acticares (GARCIA, 2009).

O uso do bagaco apresenta uma série de vantagens: ja vem processado
das moendas; estd disponivel em grandes quantidades, tem custo minimo e estd pronto para
uso no local, evitando aumento de custo devido ao transporte (OLIVERIO e HILST, 2005). O
bagaco de cana-de-agicar consiste em uma fonte em potencial para a producdo de etanol a
baixo custo, sendo considerada a maior fonte no Brasil, em funcdo do volume dessa biomassa
(RABELO, 2007).

Ainda que empresas de biotecnologia e institutos de pesquisa estejam

avancando no dominio das tecnologias para a produ¢do do etanol de segunda geragdo, isso nao
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deve mudar de imediato comenta Szwark citado por Costa (2010). E dificil prever em quanto
tempo o etanol de celulose terd viabilidade econdmica, dadas as dificuldades de conhecer em
detalhes os avangos obtidos por empresas, protegidos por patentes ou segredo industrial.
Porém, segundo Marques (2009) se houvesse um processo de fato competitivo para
transformar bagaco de cana em etanol, ele ja estaria disponibilizado para o mercado e as
usinas o estariam utilizando.

Essas novas tecnologias de processamento do etanol celuldsico de
segunda geracdo sdo fundamentais principalmente nos paises desenvolvidos, em que as
matérias-primas hoje utilizadas competem com a producdo de alimentos e os custos de
producdo sdo ainda elevados em comparacdo com o petrleo ou o etanol da cana. Sua
importancia decorre, também, do fato de o etanol celuldsico ter potencial de extrair pelo
menos duas vezes mais combustivel da mesma drea plantada (Technology Review, 2006). A
producdo de etanol lignocelulésico emerge, assim, como um novo paradigma mundial.
Segundo Filho, citado por Marques (2009), o alvo € aproveitar o bagaco e a palha da cana-de-
acucar, fontes de celulose que respondem por dois ter¢os da energia da planta, mas nio sdo
convertidos em biocombustiveis.

Para o futuro tecnoldgico, de modo a quantificar o potencial da
producdo de etanol de segunda geracdo com pré-tratamento e hidrélise 4cida diluida com
aproveitamento das hexoses, pode-se produzir 69,1 litros de bioetanol por tonelada de bagaco
in natura, ja no processo economicamente atrativo de desenvolvimento tecnolégico, com pré-
tratamento e hidrélise enzimatica, aproveitamento das hexoses e pentoses, com a tecnologia

otimizada, estima-se produzir 149,3 litros de bioetanol (CGEE, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacao do bagaco de cana-de-acicar (BCA) para o estudo

O BCA utilizado nos ensaios foi proveniente da usina Comanche
Biocombustiveis de Canitar Ltda - Ourinhos, SP. O material (100 kg) recebido em uma lona
de plastico foi homogeneizado, quarteado e embalado em sacos de papéis de 2 kg para
secagem. Os sacos, fechados e contendo bagaco com umidade média de 50% foram levados
para estufa com circulagdo de ar a 60 °C durante 72 h. Em seguida o bagaco foi processado em
moinho de facas, foi peneirado até passar por peneiras com malhas de 1,1 e 2,5 mm, onde
foram feitas separa¢des granulométricas (Figura 4) e denominado bagaco in natura. Este BCA
teve seu pH medido apresentando uma faixa de pH 4,0 armazenados em embalagens de sacos

plésticos de 2 kg em local arejado e utilizado na conducdo dos experimentos.
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Figura 4 - Separagdes granulométricas do bagaco de cana-de-agicar: (I) 1,1 mm e
II) 2,5 mm.

3.2. Pré-lavagem e separacao do BCA

Apoés as separacOes granulométricas foi feita uma pré-lavagem do
BCA, como descrito a seguir: 50 g de bagaco foram misturados a 1 L de dgua destilada em um
recipiente de vidro. A mistura foi aquecida em banho-maria a 70 °C e mantida nesta
temperatura por uma hora sendo agitado a intervalos de 10 minutos. Em seguida, o material
foi filtrado em Nylon e lavado com 250 mL de dgua destilada. Este método de aquecimento e
posterior lavagem foram repetidos por duas vezes com o mesmo bagaco. O bagaco
mecanizado € mais escuro, fruto da retencdo de residuos nas fibras, oriundo da queima da
palhada da cana, antes da colheita (PITARELO, 2007). Este procedimento teve a finalidade
de remover residuos de terra, cinzas e principalmente acicar residual e outros glicidios
hidrossoliveis de baixa massa molar. Apds a operagdo de lavagem, a massa do BCA foi
filtrada e seca em estufa a 60 °C por 24 h e denominado bagaco lavado. Este BCA teve seu pH
medido apresentando uma faixa de pH 6,0 sendo armazenados em sacos pldsticos de 2 kg e

guardados em local arejado e utilizado na condugdo dos experimentos.
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3.3. Pré-tratamento acido do BCA

Para o pré-tratamento acido do BCA foram avaliados os seguintes
parametros em quadruplicata: tempo de hidrélise a 15, 30, 45 e 60 minutos e concentracao do
acido sulfurico (H,SO4) a 7,0 € 9,0%, submetidos a mesma temperatura/pressio de 1
atmosfera a 121 °C, onde nestas condicdes estabelecidas, as amostras foram autoclavadas. O

delineamento utilizado para o pré-tratamento acido gerou os seguintes tratamentos (Quadro 3):

Quadro 3 - Distribuicdo dos tratamentos a 121°C, 1 atm.

Tratamentos Granulometria BCA
T; 1,1 mm lavado
1> 1,1 mm in natura
T; 2,5 mm lavado
T, 2,5 mm in natura

Utilizando-se tubos de ensaio com capacidade de 50 mL, as amostras
de bagago seco (1,0 g ) foram tratadas com as duas concentracdes de acido sulftrico ja
estabelecida, utilizando-se dgua destilada para o tratamento controle. Todos os tratamentos
foram conduzidos na razdo BCA/H,;SO4 (1:40 m/m). O material foi agitado e autoclavado no
periodo e temperatura determinado. Os tempos de autoclavagem e a temperatura foram

idénticos aos quatro tratamentos, conforme descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Protocolo experimental das condicdes estabelecidas para hidrélise dcida do bagaco
de cana-de-agucar.

Experimento HF«Z?“ Ba(gga)lgo sz)o ’ des?il%nl(llz () (nTliel:E[t)gs)
Controle 0.0 1 i 40 0/15/30/45/60
1 7.0% 1 40 i 0/15/30/45/60
2 9.0% 1 40 i 0/15/30/45/60

Apoés o pré-tratamento 4cido, os tubos de ensaio foram retirados da
autoclave e o bagaco foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL, passando por filtragem

em papel de filtro qualitativo, seguida de lavagem com 230 mL de dgua destilada. Os residuos
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sOlidos separados foram secos em estufa e utilizados para as determinacdes dos teores de
celulose (CEL), hemicelulose (HEMICEL) ¢ lignina (LIG).

O volume liquido, aliquota de 250 mL (do liquido total desta solucao)
foi transferido para béquer, o qual teve seu pH ajustado para 4,0 bagaco in natura e 6,0 para o
bagaco pré-lavado com uma solucdo de hidréxido de sddio a 50%, estes valores foram
ajustados de acordo com o pH do BCA ambos medido antes de ser submetido ao processo de
pré-tratamento. Deste volume retirou-se uma aliquota de 4 mL a qual foi transferida para balao
volumétrico (100 mL), completado-se o volume com &4gua destilada e utilizado para a
determinac¢do da percentagem de agucares redutores (AR).

O item a seguir descreve a seqiiéncia experimental (Figura 5).

BCA

v

Secagem

v

Moagem —> Pré-lavagem
v v
BCA in natura BCA lavado + secagem

Y 'd
Autoclavagem (121 °C, latm)

v v

Biomassa hidrolisada Liquor hidrolisado
v !
Andlise: Cel / Hemicel / Lig Andlise: AR

Figura S - Fluxograma do processo
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3.4. Analises fisico-quimicas

3.4.1. Determinacao da concentracao de acticares redutores (AR)

Os acucares redutores foram determinados conforme método descrito
por SOMOGYI, adaptado por NELSON (1944).

Utilizando-se tubos de ensaio, pipetou-se 1,0 mL do hidrolisado e
adicionou-se 1,0 mL do reativo de Somogyi. Os tubos foram mantidos em banho-maria
fervente por 10 minutos. Apds o resfriamento, foram acrescentados 1,0 mL de reativo de
Nelson, completando-se o volume com 7,0 mL de dgua destilada. Ap6s homogeneizacdo em
agitador vortex, foi efetuada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 535 nm. Para o
calculo da percentagem de actcares redutores (% AR), foi utilizado uma reta padrdo de

referéncia, obtida com glicose P.A. (0.2 — 100 pg).

3.4.2. Caracteristicas dos constituintes do BCA

Com o intuito de verificar a eficiéncia do pré-tratamento acido do
BCA, foram determinados os teores dos seguintes parametros: percentagem de CEL,
HEMICEL e LIG. As andlises foram realizadas em cooperacdo com o Laboratério de
Bromatologia da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, FCA-UNESP, Campus de Botucatu. A
metodologia empregada foi proposta por Van Soest (1965) e descrito por Silva e Queiroz

(2002).

3.5. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. As médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (F<0,05) e os diferentes tempos de

avaliagdo foram submetidos as analises de regressao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Pré-tratamento acido do BCA

4.1.1. Acucares redutores (AR) obtidos no pré-tratamento acido

Neste estudo, observou-se que houve diferenca significativa das
varidveis relacionadas as concentragdes de dcido em amostras do BCA em relacdo ao tempo
do pré-tratamento 4cido (Tabela 1). Os dados foram ajustados em curva quadrética para o
acimulo de AR nas diferentes amostras (Figura 6: Ty, Ty, T3 e Ty).

Analisando-se o comportamento das amostras em relagdo ao tempo
(Figura 6: Ty, Ty, T3 e Ty), verificou-se que o melhor resultado de rendimento para a liberagao
de AR apdés o pré-tratamento do bagaco foi aos 30 e 45 min., independentemente da
granulometria do bagaco. Além disso, as concentracdes de 7,0 e 9,0 % de H,SO, resultaram na
liberacdo de 6,89 e 6,60 g/LL de AR, respectivamente ndo diferindo significativamente entre si.
Estes dados apontam que o tratamento induziu ao aumento de 224 e 17,1 vezes a
concentracdo de AR, quando comparado a amostra considerada como controle (tratada apenas
com 4gua destilada). No T3 (Figura 6), os rendimentos atingiram valores proximos, menores
que os apresentados para o T; (Figura 6), na ordem de 6,71 e 6,26 g/LL de AR, com um
aumento de 13,938 e 12,99 vezes, respectivamente. Estes resultados demonstraram que,

quanto menor a granulometria e concentracdo do dcido, maior serd o rendimento de AR obtido
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apos o pré-tratamento do bagago. Constatou-se também que, no pré-tratamento com duracao
de 60 min., as concentracdes de AR obtidas ndo aumentaram quando comparados com 0s
resultados observados na hidrélise por 45 min., indicando que um aumento de 15 min. no
tempo de autoclavagem ndo incrementou o rendimento de acticar obtido (Tabela 1 e Figura 6:
Ty, Ts, T3 e Ty). Entretanto, o teor de AR das amostras apresentados na figura 7 com 7% de
H,SO4 a 121°C, 1 atm resultaram num rendimento superior, exceto a amostra com
granulometria 2,5 mm (lavado), demonstrando que a faixa de concentracdo 4cida utilizada

neste experimento tem influéncia na reacao do pré-tratamento acido.
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Figura 6 - Efeito do pré-tratamento 4cido para andlise da quantificacdo de AR a 121 °C, 1 atm no BCA; Ty = bagago lavado com 1,1

mm; T, = bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco lavado com 2,5 mm; T4 = bagacgo in natura com 2,5 mm.
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Tabela 1 - Teores de agucares redutores obtidos na determinacdo do melhor tempo e
concentracdo dcida para o pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm.
Amostra Média H,S04 (%) AR (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 322C dgua (controle) 2,60 329 384 307 336
53,25 A 7,0 2,887 62,117 66447 6891 6595
51,73 B 9,0 2,757 61277 66,03 64,237 64,40
C.V.(%)" 4,65
Amostra Média H,S0,4 (%) AR (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 20,99 C dgua (controle) 17,04 19,96~ 23,57 20,75 23,64
58,59 A 7,0 22,267 66,057 66,96 69,417 6826
54,76 B 9,0 23,757 63,65 6797 60,38 5506
C.V.(%)' 9,71
Amostra Média H,S04 (%) AR (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T 7,37 B dgua (controle) 6,027 11247 487 4827 985"
51,22 A 7,0 788" 61437 63,027 67,18 56,6
48,22 A 9,0 6,45 5477 6136 62,61 5797
C.V. (%)" 9,64
Amostra Média H,S04 (%) AR (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 20,75 C dgua (controle) 20,47 19,027 21,447 21,18 21,65
58,47 A 7,0 21,317 64,537 67487 71,527 67,54
53,51 B 9,0 20,647 61,37 69237 59,17 57227

C.V. (%)' 5,26

T . .~
Coeficiente de variacao

" Significativo a 5% de probalilidade. As médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. T = bagaco lavado com 1,1 mm; T, =
bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagago lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com

2,5 mm.
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Figura 7 - Comparagdo dos teores de AR obtidos na
determinacdo da melhor concentragdio de 4cido
sulftrico no pré-tratamento do BCA a 121 °C, latm
(letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia). Ty = bagaco lavado com 1,1
mm; T, = bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco
lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com 2,5
mm.

Kiipper (2009) demonstrou uma deslignificacdo feita através do pré-
tratamento do bagaco de cana a 120°C e solvente organosolv (4dgua, acetona e etanol, 2:1:1,
v/vlv), concentracdo 4cida de 1,0% de H,SO, e tempo de reagdo de 60 minutos. Considerando-
se que a concentracdo 4cida deverd ser neutralizada para fermentacdo, esta foi a melhor
condi¢do de pré-tratamento para a hidrélise dcida do bagaco. Apds este pré-tratamento 4cido, o
autor acrescentou 500 mL de etanol (96°), 4gua e o 4cido sulfirico (1,0; 5,0; e 10,0% de
H,SO4) com o tempo de reagdao (90; 120 e 150 minutos) a 121°C e 1 atm. Com estes
tratamentos, observou aumento gradual no teor de AR das amostras ap6és 90 minutos,
conforme a concentragcdo acida foi aumentada. Embora tenha sido encontrado um aumento de
AR com o aumento da concentracdo dcida (reacdo de 90 minutos), este ndo foi expressivo,
demonstrando que a faixa de concentracdo acida utilizada teve pouca influéncia na reagcao da
hidrélise. No entanto, foi observado na hidrélise de maior concentragdo acida (10,0% de

H,SO4/150min.) um teor alto em relagao aos outros hidrolisados, de 9,75 g L' de AR.
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Os resultados de Kiiper (2009) indicam a necessidade do aumento do
tempo de reacdo sob as mesmas condi¢des de acidez ja trabalhadas, uma vez que o aumento da
concentracdo dcida impede a utilizacdo desta tecnologia no meio industrial pelos problemas
como, dificuldade para neutralizar a solu¢do 4cida resultante, aumento da degradacdo dos
carboidratos e formacao de residuos inibidores da fermentacao.

Machado (2009) realizou experimento de hidrélise de bagaco de cana-
de-agucar pré-tratado por explosdo a vapor (BEV) e bagaco moido pré-tratado com dacido
(BMA) com posterior inoculacdo de fungos (Aspergillus Niger I1Z-9, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus. eryngii, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju e Trichoderma
reesei), em ambos os bagacgos pré-tratados. Neste pré-tratamento o autor submeteu o bagaco a

autoclavagem a 121°C, 1 atm (Quadro 5).

Quadro S - Protocolo experimental das condi¢des estabelecidas para o pré-tratamento acido
do bagacgo de cana-de-agucar.

. H,S0,4 Bagaco H,S04 Agua Tempo
Experimento (%) (2) (mL) destilada (mL) (minutos)
BEV - 5 ; 10 20
BMA 0.5% 10 50 ; 20

Ap6s resfriamento, o BMA e BEV foram inoculados com 3 mL e 1,5
mL, respectivamente, de uma suspensao de esporos/micélios e incubados a 28 °C, conduzidos
de forma a analisar os periodos de incubacdo: 5, 10, 15 e 20 dias. Em seguida, a concentra¢ao
de agucares redutores nos hidrolisados foi determinada. Verificou que ap6s 5 dias de cultivo
do fungo T. reesei em bagaco BMA, foi liberado 18,60 g AR L. As quantidades de aciicares
redutores liberados durante o cultivo do bagaco pré-tratado por explosdo a vapor foram 5 a 10
vezes menores que os obtidos na hidrélise do bagaco BMA. E para que o processo de hidrélise
pudesse se tornar industrialmente vidvel ndo podera levar 20 dias para a liberagao de AR.

Duarte (1989), primeiramente realizou uma pré-hidrélise acida (31%
HCl) em proporcao de 20 g de bagaco e 200 mL de acido a 30 °C, com agita¢do por 10 min.
Ao final da reacdo, adicionou 200 mL de dgua destilada gelada ao bagaco pré-hidrolisado.

Pesou 3,0 g de bagaco pré-hidrolisado e acrescentou 30 mL do dcido nas concentragdes entre



27

36,0 e 44,0 % HCI. Para as reacdes efetuadas a 50 °C em tempos de 10, 20 e 30min. e
utilizando-se HCI a 44%, foi possivel obter melhor rendimento, ou seja, 6,19 g L' AR aos
30min. apos o pré-tratamento.

Comparativamente, no presente experimento e com base no tempo do
pré-tratamento e concentragdo acida (7,0 % de H,SQ,), atingiu-se melhor rendimento aos 45
minutos que foi (6,892 L' AR). Apés este tempo, a eficiéncia na liberacio de acticares

redutores permanece estavel (Quadro 6).

Quadro 6 - Comparagao das metodologias do pré-tratamento dcido encontrado na literatura,
em relacdo ao rendimento de AR.

Tem(g%r? tura Con;ecz?(;zagﬁo Tempo AR g/LL Referéncia
121 7,0% H,SO04 45 min. 6,89 Morais, 2010
121 10% H,SO4 150 min. 9,75 Kiipper, 2009
121 0,5% H,SO4 120 horas 18,60 Machado, 2009
50 449 HCl 30 min. 6,19 Duarte, 1989

4.2. Analise da composi¢ao quimica do bagaco

No inicio das andlises quimicas do bagago, determinou-se o teor de
umidade que foi utilizado nos cédlculos para que os resultados fossem mais precisos.

A composi¢do quimica do bagaco foi determinada em todos os
tratamentos com aplicacdo de duas concentragdes de H,SO4 (7,0 € 9,0 %), além do controle,
onde a amostra recebeu dgua destilada a 121 °C, 1 atm em autoclave. As tabelas 2, 3 e 4

indicam a composi¢ao quimica do bagaco.
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Tabela 2 - Teor de lignina em func@o dos tempos de reacdes em diferentes concentracdes
acidas para o pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm.

Amostra Média H,S04 (%) LIGNINA (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 12,43 C dgua (controle) 14,947 11,89 12,34 11,847 11,14"
21,86 B 7,0 10,757 21,257 24,88 26,26 26,19
22,78 A 9,0 14,047 23867 25297 25,09" 2561
C.V.(%)' 5,87
Amostra Média H,S0,4 (%) LIGNINA (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 11,89 B 4gua (controle) 11,257 11,517 12,76 10,94" 12,97
2221 A 7,0 15917 22,677 24,527 25737 22217
23,31 A 9,0 12,037 25,557 26297 27,50" 25,17
C.V.(%)' 10,53
Amostra Média H,S04 (%) LIGNINA (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T 1322C dgua (controle) 12,92 14,17 16,83 10,18 12,09”
21,82 B 7,0 10,917 24,047 24357 25547 2427
24,74 A 9,0 137 27377 29,66 25,68 2797
C.V. (%)' 17,10
Amostra Média H,S04 (%) LIGNINA (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 11,40 C dgua (controle) 10,917 12,147 11,257 1097 11,75
20,98 A 7,0 9,88"° 23,78 2095 25,107 25,19
2481 B 9,0 13,847 28,307 25,397 29,82 26,69

C.V. (%)" 18,04

'Coeficiente de variagio
" Significativo a 5% de probalilidade. As médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. T = bagaco lavado com 1,1 mm; T, =
bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagago lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com

2,5 mm.
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Tabela 3 - Teor de hemicelulose em funcdo dos tempos de reacdes em diferentes
concentracdes dcidas para o pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm.

Amostra Média H,S04 (%) HEMICELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 35,37A dgua (controle) 3543~ 37,160 34,007 34,53 35,72"
6,85 C 7,0 21,767 5,027 1,987 1,997 350"
9,23 B 9,0 33,807 2,857 4347 2847 2247
C.V.(%)' 5,72
Amostra Média H,S04 (%) HEMICELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 35,49 A dgua (controle) 34,907 3524 37,197 35,137 3502”7
10,36 B 7,0 37,557 3,897 328" 3907 3,16
9,38 C 9,0 34257 3267 2417 3917 3,06
C.V.(%)' 6,36
Amostra Média H,S04 (%) HEMICELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T 35,69 A dgua (controle) 36,77 36,83, 34,18 36,757 33,917
10,17 B 7,0 36,65 4,307 3297 3,15 346
9,71 B 9,0 38,15 3,06 2,84 1,08 340"
C.V. (%)" 5,60
Amostra Média H,S04 (%) HEMICELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 35,76 A dgua (controle) 36,68° 36,817 33,507 36,93 34,87
9,73 B 7,0 38,437 3627 2447 2307 1,88"
9,87 B 9,0 33,647 3,607 3,98 4,65 349"

C.V. (%)' 6,12

'Coeficiente de variagio
" Significativo a 5% de probalilidade. As médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. T = bagaco lavado com 1,1 mm; T, =
bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagago lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com

2,5 mm.
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Tabela 4 - Teor de celulose em funcdo dos tempos de reagdes em diferentes concentracdes
acidas para o pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm.

Amostra Média H,S04 (%) CELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 46,98 C dgua (controle) 43,52 4544 48,50 48,86 48,15
62,76 A 7,0 58237 63,75 64,647 63,64 63,52
60,06 B 9,0 43717 62,58 64,557 66,02 63,44
C.V.(%)" 3,45
Amostra Média H,S04 (%) CELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 4523 B 4gua (controle) 44,50 45,757 45,747 46,53 43,63
57,80 A 7,0 39,58 62,98 63,047 62,727 60,68
57,79 A 9,0 40,427 62,447 62,917 60,977 62,227
C.V.(%)' 6,20
Amostra Média H,S04 (%) CELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T 47,79 B dgua (controle) 44,34 4500 50,61 48,79 50,22
61,25 A 7,0 48217 64247 64,817 63917 6511
59,87 A 9,0 45617 66,017 58407 65,56 63,74
C.V.(%)" 4,45
Amostra Média H,S04 (%) CELULOSE (%)
Tempo (minutos)
0 15 30 45 60
T, 46,61 B dgua (controle) 45,14 4630 46,58 47,96 47,05
59,81 A 7,0 47297 63,437 61,46° 64437 61427
58,93 A 9,0 43937 61,177 64,517 64,35 60,68

C.V. (%)" 4,86

'Coeficiente de variagio
" Significativo a 5% de probalilidade. As médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre
s, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. T = bagaco lavado com 1,1 mm; T, =
bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com

2,5 mm.
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4.2.1. Lignina

Neste estudo, comparando-se os resultados obtidos para o bagaco com
aplicacdo das duas concentracdes dcidas, em relacdo a amostra considerada como controle,
nota-se que apds o pré-tratamento houve uma redugdo no teor de lignina dos tratamentos
T1(7,0 e 9,0 HySOy), Tz € Ts (7,0% HySO4) no tempo zero, onde o intervalo de valor
encontrado foi entre 1,1 a 1,39 vezes (Tabela 2).

Ainda, os resultados mostrados na Figura 8: Tj, T, Tz e Ty
considerando-se o teor de lignina em fun¢do do tempo indicam que houve um acréscimo no
teor de lignina para todos os tempos de reacdo e respectivas concentragdes dcidas. Os valores
foram semelhantes obtendo-se entre 1,1 a 2,72 vezes de aumento.

A partir dos resultados apresentados € possivel verificar que o dacido
sulfirico é responsavel por um pequeno aumento no teor da fracdo de lignina e que as

diferentes concentracdes dcidas em fungdo do tempo utilizadas neste estudo sdo significativas

nos tratamentos T, Ts e T4 (Figura 9).
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Figura 8 - Efeito do pré-tratamento dcido para andlise da quantificagdao do teor de lignina a 121 °C, 1 atm no BCA; T; = bagaco lavado
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32



33

mmm Agua (controle)
807 | ===1 7% H2S04
mmm 9% H2SOy4
25 A
a
= a
< 20 A
«
£
C
D2 15
3 C b
g
2 10 A
5 -
O .
T, Ts
Amostras (bagago de cana-de-agulcar)

Figura 9 - Comparacdo dos teores de lignina obtidos na
determinacdo da melhor concentragdio de 4cido
sulftrico no pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm
(letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia). Ty = bagago lavado com 1,1
mm; T, = bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco
lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com 2,5
mm.

A lignina total engloba as fracdes soliveis e insoliveis. Este termo
(lignina) € usado para designar um grupo de substancias com unidades quimicas semelhantes.
Sua estrutura é complexa e ndo muito bem definida. O tratamento poderd elevar o teor
aparente da lignina, devido a formacdo do complexo hemicelulose e proteina com a lignina
(SILVA e QUEIROZ, 2002).

Filho (2008) descreve a eficiéncia da hidrélise do bagaco em diferentes
tratamentos: in natura (controle), 2% H,SOy4, 1,5 NaOH, 2% H,0, e 2% H,0, + 1,5% NaOH
na proporcao de 1:10 (m/v) em autoclave a 121°C por 15 min. (Quadro 7).
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Quadro 7 - Caracterizacdo do bagaco de cana tratado e nao tratado, segundo

Filho (2008).
Tratamento Lignina (%)
Bagaco in natura (controle) 11,21
2% H,S04 12,22
1,5% NaOH 9,75
2% H,0, 13,37
2% H,0,+ 1,5% NaOH 15,87

Segundo o autor o acréscimo no teor de lignina em alguns tratamentos
€ por promoverem o rompimento das fibras de lignina e celulose presentes na parte interna do
bagaco. Porém, sendo liberadas ou solubilizadas nao fazem mais parte das fibras do bagaco.

Fasanella (2008) em seu estudo submeteu aliquotas de bagaco ao
tratamento quimico alcalino. Preparou solugdes de hidroxido de sédio (4%) e hidréxido de
calcio (4%), na proporcao de 1:5, m/v submetidos a autoclavagem (121°C, 1 atm por 20min.).
O teor de lignina encontrado em seu bagaco in natura foi de 10,44%.

O resultado mais eficiente de seu estudo foi 6,06% de lignina, pois
quanto menor o teor da fracdo de lignina mais eficiente serd o tratamento. Segundo Triana et
al. (2002) citado por Fasanella (2008), as solugdes alcalinas conseguem extrair lignina
provocando modifica¢des na composi¢do quimica das fibras.

Outra forma de pesquisa da hidrélise do bagaco de cana foi feito por
Pietrobron (2008), na qual o bagaco foi submetido ao pré-tratamento com &cido sulftirico
0,5% e hidroxido de célcio 3% submetidos a autoclavagem a 121°C por 30min. O resultado
obtido em seu trabalho no bagaco sem pré-tratamento foi de 10,44% de lignina.

Apesar de nao ter ocorrido reducdo na porcentagem de lignina em seu
trabalho o autor afirma que € necessdria uma etapa de pré-tratamento para que haja hidrolise
eficiente quando se trabalha com materiais lignoceluldsicos, pois tem como vantagem um
maior acesso as fibras de celulose promovendo modificagdes em sua cristalinidade
(PIETROBON, 2008 e HAHN-HAGERDAL et al. 2006).

De acordo com Fasanella (2008) e Pietrobon (2008) o bagago de cana-
de-acgucar tem sido analisado e estudado em relacdo ao teor de lignina apresentando em média

os seguintes valores (Quadro 8) em seus diferentes tratamentos:
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Quadro 8 - Comparacdo de pré-tratamento com os rendimentos da porcentagem de

lignina.
Tratamento Tempo Lignina (%) Referéncia
4% Ca(OH), 10,68
4% NaOH 20 min 8,26 Fasanella, 2008
4% Ca(OH); + 4% NaOH 6,06
3% Ca(OH), 9,96
30 min Pietrobon, 2008
0,5% H,SO4 17,61

No presente trabalho, pode-se concluir que com base no tempo de pré-
tratamento e concentracdo dcida, a porcentagem no teor de lignina apresentados na reacao
permaneceu praticamente a mesma em todos os tratamentos, atingindo o maior aumento na

fracdo lignina de 2,72 vezes em relagdo ao controle.

4.2.2. Hemicelulose

Neste trabalho pode-se notar que apds o pré-tratamento do bagago de
cana-de-actiicar com aplicacdo das duas concentracdes 4cidas, em relacdo a amostra
considerada como controle houve uma redu¢do no teor de hemicelulose em todos os

tratamentos em relagdo ao controle (Tabela 3, Figura 10: Ty, T,, Tz e Ty).
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Figura 10 - Efeito do pré-tratamento acido para andlise da quantificacdo do teor de hemicelulose a 121 °C, 1 atm no BCA; T; = bagaco

lavado com 1,1 mm; T, = bagaco in natura com 1,1mm; T3 = bagaco lavado com 2,5mm; T4 = bagaco in natura com 2,5mm.
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Também foi observado que a concentracdo de 4cido utilizado em
funcdo do tempo em relacdo a reducdo no teor de hemicelulose foi significativa nos
tratamentos T; e T,. Sendo que no T; a melhor concentragdo de dcido sulfdrico na

porcentagem de redugdo da hemicelulose foi 7% e o T, foi 9% (Figura 11).

mmmm Agua (controle)
/= 7% H,S0,
mmm 9% H,SO,

40

a a a a

30

20

b
10 4 b o} bb bb

Teor de hemicelulose (%)

T4 T2 T3 Ty
Amostras (bagago de cana-de-agucar)

Figura 11 - Comparacdo dos teores de hemicelulose obtidos na
determinacdo da melhor concentracdio de 4cido
sulfirico no pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm
(letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia); T; = bagaco lavado com 1,1
mm; T, = bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco
lavado com 2,5 mm; T4 = bagaco in natura com 2,5
mm.

Os resultados mostrados na figura 10: Ty, T,, T3 e T4, considerando-se
o teor de hemicelulose em fun¢do do tempo indicam que houve uma diminui¢ao no teor de
hemicelulose no T3 (9% H,SO,) de até 34,04 vezes quando comparado ao controle sendo este

o menor rendimento encontrado e o valor foi 1,08% hemicelulose.
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Ainda analisando a figura 10: T, T,, T3 e T4, constatou-se que em 15
minutos a % de hemicelulose reduziu para proximo de zero (aproximadamente 3%) e
manteve-se praticamente constante em todos os tratamentos.

Filho (2008) descreve a eficiéncia do pré-tratamento do bagaco em
diferentes tratamentos: in natura (controle), 2% H,SO4, 1,5 NaOH, 2% H,0, ¢ 2% H,0, +
1,5% NaOH na proporg¢do de 1:10 (v/p) em autoclave a 121°C por 15 min (Quadro 9).

Quadro 9 - Comparagdo do teor de hemicelulose em diferentes
tratamentos (Filho, 2008).

Tratamento Hemicelulose (%)
2% H,SO04 5,87
1,5% NaOH 11,98
2% H,0, 8,46
2% H,0,+ 1,5% NaOH 2,98

Segundo Filho (2008) e Pietrobon (2008) a alteracdo no teor de
hemicelulose ocorre pelo tratamento 4cido. Este tratamento age rompendo as fibras de
hemicelulose e gerando outros tipos de acucares (como a xilose e arabinose em maiores
quantidades). O pré-tratamento utilizando &cido diluido possibilita a remog¢do seletiva das
hemiceluloses e produz solucdes sacarideas, pré-hidrolisados, elevando-se o teor de pentose e
reduzindo o teor de lignina (FASANELLA, 2008).

De acordo com Pietebron (2008), na qual o bagaco foi submetido ao
pré-tratamento com 4cido sulfirico 0,5% e hidréxido de célcio 3% submetidos a autoclavagem
a 121°C por 30min. O resultado obtido em seu trabalho foi: 12,50% de hemicelulose [bagaco
+ Ca(OH);] e 2,24% de hemicelulose (bagago + H>SOy). O autor também observou reduc¢io no
teor de hemicelulose em seus tratamentos.

O presente trabalho, com base no tempo de pré-tratamento e
concentracdo 4cida, pode-se concluir que a reducdo no teor das hemiceluloses foi obtida em

todos os tratamentos.
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4.2.3. Celulose

Com a andlise da figura 12 € possivel notar que apds o pré-tratamento
nao houve diferencga significativa em relagdo a concentragdo acida utilizada nos tratamentos
T,, T3 e T4. Por outro lado, no T; nota-se diferenca significativa em relacdo a concentracio

acida utilizada neste estudo, sendo 7% de H,SO4 a mais eficiente.

= Agua (controle)
= 7% H2S0O4
9% HoSO4
70 -
a
a
60 - b aa a a a
@ 501 c b b b
o)
8 40
=)
8
g 30+
5
= 204
10
0 A
T1 To T3 Ty
Amostras (bagago de cana-de-agucar)

Figura 12 - Comparacdo dos teores de celulose obtidos na
determinacdo da melhor concentracdo de 4cido
sulftrico no pré-tratamento do BCA a 121 °C, 1 atm
(letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia); T; = bagaco lavado com 1,1
mm; T, = bagaco in natura com 1,1 mm; T3 = bagaco
lavado com 2,5 mm; T4 = bagago in natura com 2,5
mm.

Pode-se notar, avaliando a Tabela 4 e Figura 13: Ty, Ty, Tz € T4 um
aumento semelhante em todos os tratamentos em relacdo ao teor da fracdo de celulose. O T3
(9% H,SOy4, 15min.) se destacou como sendo o melhor tratamento que aumentou a sua fragao

de celulose ndo se distanciando muito dos outros e seu aumento foi de 1,48 vezes em relacao
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ao controle. Este resultado demonstra que as concentracOes acidas em funcdo do tempo
trabalhadas nesta pesquisa ndo incrementaram a hidrélise da fracdo celulose.

Ainda analisando a figura 13 no T, (15, 30 e 60 min.) observa-se que,
apesar da diferenca de concentracdo 4cida utilizada (7,0 e 9,0% H,SQO,), obteve-se 0 mesmo
valor de aumento neste intervalo de tempo apds o pré-tratamento. Este aumento da fracdo de
celulose foi de 1,4 vezes (para o Ty, 15min.), 1,33 vezes (para o T;, 30min.) e 1,32 vezes (para

o Ty, 60min.).
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Figura 13 - Efeito do pré-tratamento acido para andlise da quantificagdo do teor de celulose a 121 °C, 1 atm; Ty = bagaco lavado com 1,1

mm; T, = bagaco in natura com 1,1mm; T3 = bagaco lavado com 2,5mm; T4 = bagaco in natura com 2,5mm.
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Segundo Garcia (2009), quanto maior o teor de celulose melhor o
resultado, significando que parte da celulose nao foi degradada, sendo um bom resultado para
que, conseqiientemente, o teor de glicose apds a hidrodlise seja mais elevado, o que pode gerar,
na fermentacao subseqiiente, maior rendimento de etanol.

De acordo com alguns autores o bagaco de cana-de-agucar tem sido
analisado e estudado em relacdo ao teor de celulose apresentando em média os seguintes

valores (Quadro 10):

Quadro 10 - Comparagao do teor de celulose em diferentes tratamentos a 121°C.

Tratamento Tempo Celulose (%) Referéncia
2,0% H,SO,4 70,08
1,5% NaOH 53,44
15 min. Filho, 2008
2% H,0, 59,50
2% H,0; + 1,5% NaOH 67,31
4% Ca(OH), 42,06
4% NaOH 20min 48,57 Fasanella, 2008
4% Ca(OH); + 4% NaOH 50,28
3% Ca(OH), 62,38
30min Pietrobon, 2008
0,5% H,SO,4 69,77

O presente trabalho, com base no tempo de pré-tratamento e
concentracdo acida, pode-se concluir que o aumento no teor da fracdo celulose foi obtido em
todos os tratamentos, demonstrando um bom resultado como pré-tratamento para a posterior

hidrélise.
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5. CONCLUSOES

Os valores dos agucares redutores e da composi¢do quimica do bagaco
de cana-de-agucar estdo de acordo com os valores apresentados na literatura.

De maneira geral, o pré-tratamento dcido contribui para uma eficiéncia
na liberacao de agucares redutores.

O pré-tratamento 4cido diluido mostrou-se bastante eficiente na
separacdo dos trés principais componentes do bagaco de cana. Pode-se concluir que a
porcentagem no teor de lignina permaneceu praticamente a mesma em todos os tratamentos,
atingindo um aumento nesta fragdo com a aplicacdo do acido sulfirico em relacio ao controle.

Ainda, o pré-tratamento quimico realizado no bagaco, apresentou uma
quebra nas fibras do substrato: a celulose aumentou em comparagdo ao controle e fez o teor de
hemicelulose baixar em todos os tratamentos, demonstrando um bom resultado como pré-

tratamento para a posterior hidrélise.



44

6. REFERENCIAS

AGUIAR FILHO, JOSE MARIO MAMEDE. Anilise enzimética de fungos
lignoceluloliticos cultivados em vinhaca e bagaco de cana-de-acticar. Dissertagao
(Mestrado) — Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, 2008.

BASTOS, V.D. Etanol, alcoolquimica e biorrefinarias. Rio de Janeiro: Banco Nacional de
Desenvolvimento Econdmico e Social Setorial, 2007. n. 25, p. 5-38.

BERNARDO NETO, O. Integracao das principais tecnologias de obtencao de etanol
através do processamento de celulose (2° geracio) nas atuais usinas de processamento de
cana-de-acuicar (1° geraciao). 2009. 138f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola Politécnica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

BURGI, RICARDO. Utilizacao de residuos culturais e de beneficiamento na alimentacio
de bovinos. Anais do 6° simpdsio sobre nutricao de bovinos da FEALQ, 1995. Piracicaba-SP,
p. 153-169.

CASTRO, P.R.C.; KLUGE, R.A.; PERES, L.E.P. Manual de fisiologia vegetal: teoria e
prética. Piracicaba: Editora Agrondmica Ceres, 2005.

CGEE. Bioetanol combustivel: uma oportunidade para o Brasil: Centro de gestio e
estudos estratégicos. Brasilia, DF: Ed. Corporate Financial Center, 2009.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB. Brasil bate mais um
recorde na producao de cana. Disponivel em:<http://www.conab.gov.br/conabweb/.>.
Acesso em: 23 nov. 2009.

COSTA, L. Cada vez mais perto do etanol celulésico. O Estado de S. Paulo, Sdo Paulo, 31
mar./6 abr 2010. Jornal Agricola, p.6-7.



45

DUARTE, HUMBERTO CONRADO. Hidroélise de bagaco de cana com acido cloridrico
concentrado. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica,
1989.

ESCOBAR, H. Na busca por mais etanol, ciéncia tenta reinventar a cana. O Estado de S.
Paulo, Sao Paulo, 18 abr. 2010. Vida, p.A26-7.

FASANELLA, C.C. A acao das enzimas liguinoliticas produzidas por Aspergillus Niger e
Penicillium SP. Em bagaco de cana-de-acuicar tratado quimicamente. 2008. Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2008.

GARCIA, D.R. Determinacao de dados cinéticos do Pré-tratamento de bagaco de cana-
de-aciicar com perodxido de hidrogénio alcalino e da hidrdlise enzimatica posterior. 2009.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2007.

HAHN-HAGERDAL, B.; GALBE, M.; GORWA-GRAUSLUND, M.F.; LIDEN,G.;
ZACCHI, G. Bio-ethanol-the fuel of tomorrow from the residues of today. Trends in
Biotechnology, v.24, n.12, 2006. Disponivel em <http:www.sciencedirect.com/science.>
Acesso em: 15 janeiro 2010.

HAMENLICK, C.; VAN HOOIJIDONK, G.; FAAIJ, A. Ethanol from lignocellulosic
biomass: techno-economic performance in short, middle and long-term. Biomass and
Bioenergy, v. 28, 2005, p. 384-410.

INSTITUTO CUBANO DE PESQUISA DOS DERIVADOS DA CANA—DE—ACUCAR
(ICIDCA). Manual dos derivados da cana-de-acdcar: diversificacdo, matérias-primas,
derivados do bagaco, derivados do melago, outros derivados, residuos, energia. Brasilia:
ABIPTI, 1999.

JOAQUIM, A.P. Estudo das etapas de ativacao no processo de benzilacao da polpa de
medula de bagaco de cana-de-actcar. 1997. 78f. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de
Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos.

KIIPPER, PABLO GOMES. Estudo da pré-hidroélise acida do bagaco de cana-de-actcar e
fermentacao alcodlica do mosto de xilose por Pachysolen tannophilus. Dissertacao
(mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro, Rio Claro,
2009.

KNAUF, M.; MONIRUZZAMAN, M. Lignocellulosic biomass processing: A perspective.
International Sugar Journal, Glamorgan, v. 106, n. 1263, p. 147-150, 2004. Disponivel em:
www.genencor.com/international %20sugar%20journal %20(april%). pdf. Acesso em: 13 junho
2010.

LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de Bioquimica. 2.ed. Sao
Paulo: Sarvier, 1995.



46

MACHADO, DENISE DE SOUZA. Selecao de fungos capazes de hidrolisar bagaco de
cana-de-acuicar pré-tratado. Dissertacdo (Mestrado) — Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, Piracicaba, 2009.

MACHADO, G.O. Preparacao e caracterizacao de CMC e CMC grafitizada. 2000. 101f.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao
Carlos.

MARQUES, F. O alvo ¢é o bagaco. Pesquisa FAPESP, n.163, p.17-25, set. 2009.

NELSON, N.A. Photometric adaptation of Somogyi method for determination of glicose.
Journal Biological Chemistry, v.31, n.2, p.159-161, 1944.

NETO, OLVALDO BERNADO. Integracao das principais tecnologias de obtenciao de
etanol através do processamento de celulose (2% geracio) nas atuais usinas de
processamento de cana-de-agucar (1* geracio). Dissertacdo (Mestrado) — Escola Politécnica
da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009.

OLIVERIO, J.L.; HILST, A.G.P. DHR - Dedini Hidrélise Répida — revolutionary process for
producing alcohol from sugar cane bagasse. International Sugar Journal, v. 106, p.168-172,
2004.

PALMQVIST, E.; HAHN-HAGERDAL, B. Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. II:
inhibitors and mechanisms of inhibition. Bioresource Technology, v.74, n.1, p.25-33, 2000.

PIETROBON, VIVIAN CRISTINA. Hidrdlise do bagaco de cana-de-acgicar pré-tratado
com acido e alcali utilizando enzima microbianas comerciais. Dissertagdo (Mestrado) - .
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba, 2008.

PITARELO, ANA PAULA. Avaliaciao da susceptibilidade do bagaco e da palha de cana-
de-acicar a bioconversao via pré-tratamento a vapor e hidrdlise enzimatica.Dissertacio
(Mestrado) — Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2007.

RABELO, S.C. Avaliacao de desempenho do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio
alcalino para a hidrdélise enzimatica de bagaco de cana-de-acicar. 2007. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade de Campinas, Campinas, 2007.

RAVEN, P.H.; EVERT, R.F.; EICHHORN, S.E. Biologia vegetal. 6.ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2001.

RODRIGUES, F.A. Avaliaciio da tecnologia de hidrélise acida de bagaco de cana. 2007.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2007.

SEABRA, JOAQUIM EUGENIO ABEL. Avaliaciio técnico-econdmica de opcdes para o
aproveitamento integral da biomassa de cana no Brasil. Tese (Doutorado) — Universidade
Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica, Campinas, SP., 2008.



SILVA, DIRCEU JORGE.; QUEIROZ, AUGUSTO CEZAR. Anélise de alimentos. 3.ed.
Vigosa: UFV, 2002.

SOUSA, MARIA DE FATIMA BRITO. Separacio e identificacio dos constituintes do
bagaco de cana e sua conversao em insumos quimicos pelo processo ‘“Organosolv”.
Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica, Campina, 1984.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3.ed. Porto Alegre: Artmed, 2004.

TECHNOLOGY REVIEW. “Redesigning life to make ethanol”. Technology Review — an
MIT Enterprise. Disponivel em: <http://www.technologyreview.
com/printer_friendly_article.aspx?id=17052>. Acesso em: 29.9.2010.

47



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

