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RESUMO

CARVALHO, Leonard Guimaraes. Producdo de biocombustiveis a partir da biomassa de
dendé. Orientadores: Donato Alexandre Gomes Aranda e Nei Pereira Jr.. Rio de Janeiro:
UFRIJ/EQ; 2009. Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos.

O Brasil possui 0 maior potencial mundial para a produgdo do dleo de dendé
dado aos quase 75 milhdes de hectares de terras aptas a dendeicultura e tem capacidade
para produzir combustiveis alternativos a partir de diversas espécies oleaginosas,
favorecido pelas caracteristicas edafoclimaticas. A produtividade de 6leo por hectare da
palma é cerca de dez vezes a produtividade de 6leo de soja (5.000 L/ha contra 500 L/ha,
respectivamente). Durante a extracdo do 6leo bruto gera-se uma grande quantidade de
biomassa (fibras dos frutos, cachos, palha, folhas) e, posteriormente, na etapa de refino,
obtém-se como subproduto &4cidos graxos (borra 4cida) de baixo valor agregado,
podendo gerar biodiesel de baixo custo de produg¢do. Um grande desafio desse cendrio é
promover valorizagdo desses residuos, tornando a industria do biodiesel mais
competitiva. Uma estratégia possivel € a esterificacdo da borra acida utilizando etanol
produzido a partir da fibra lignoceluldsica, existente na biomassa residual, através de
processos hidroliticos e fermentativos. No presente trabalho foram estudados diferentes
catalisadores dcidos homogéneos na reacéo de esterificacdo de dcidos graxos de palma
para a producdo de biodiesel. As reagdes ocorreram em meio anidro ou hidratado,
utilizando etanol ou metanol. A influéncia do teor de catalisador no rendimento também
foi investigada. Foram realizados estudos cinéticos na presenca e auséncia dos
catalisadores homogéneos. O processo foi conduzido a 130°C, em reator PARR, com
razdo molar dlcool/dcido graxo igual a 3,0. Os resultados obtidos mostraram melhores
conversdes com o acido sulfirico (86,6%) e com o acido metanosulfénico (85,2%)
como catalisadores homogéneos da esterificacdo etilica. O estudo para a obtencdo de
etanol foi feito utilizando as duas fracdes do material lignoceluldsico, hemicelulose e
celulose. Pré-tratamento 4dcido foi utilizado para extracdo dos agicares constituintes da
fracdo hemiceluldsica realizando ensaios em um reator PARR, os quais resultaram em
concentragdes de xilose reduzidas. Quando utilizadas condi¢cdes mais brandas no pré-
tratamento, mediante o uso da autoclave, foi possivel alcancar uma concentracio de
xilose de 18,8 g/L. A fermentagcdo do hidrolisado, pela acdo da levedura Pichia stipitis,
atingiu uma concentracdo de etanol de 7,45 g/L ap6s 18 horas de processo. A partir da
fracdo celuldsica, foi produzido etanol pelo processo de hidrélise enzimatica
simultaneas a fermentacdo, o qual consiste de uma pré-hidrélise durante 12 horas para
hidrélise da celulose em glicose seguida de fermentagdo por um tempo de 48 horas.
Neste processo, a concentracdo final de etanol foi de 18,30 g/L. Sabendo-se que para
extrair 1 tonelada de 6leo bruto de dendé sdo geradas 2,4 toneladas de bagaco e que,
durante o refino do 6leo bruto, sdao produzidas 70 Kg de borra dcida, dois possiveis
cendrios podem ser apresentados. Considerando que esterificacdo etilica dessa
quantidade de borra requer 38,8 Kg de etanol e que a partir das 2,4 toneladas de bagaco
pode se produzir, de acordo com os resultados do presente trabalho, 182,5 Kg de etanol,
em um dos cendrios ter-se-ia um excedente de etanol de 143 Kg. Outro cendrio pode ser
vislumbrado, no qual se produz sé o etanol necessério para a esterificagdo e o bagaco
excedente (1890 Kg) seria destinado para a gerag@o de energia, a ser utilizada na prépria
destilacdo do etanol.
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ABSTRACT

CARVALHO, Leonard Guimardes. Production of biofuels from palm biomass.
Supervisors: Donato Alexandre Gomes Aranda e Nei Pereira Jr. Rio de
Janeiro:UFRIJ/EQ; 2009. Master Degree of Science in Technology of Chemical and
Biochemical Processes.

Brazil has the greatest potential for world production of palm oil considering
roughly 75 million hectares of land suitable for the cultivation of Elaeis guinaeensis
(Palm culture) and has the capacity to produce alternative biofuels from various oil seed
species favored by soil and climatic characteristics. The oil yield per hectare of palm is
about ten times the productivity of soybean oil (5,000 L/ha and 500 L/ha, respectively).
The extraction of crude oil generates a large amount of biomass (grains from the fruits,
bunch of fruits, straw, leaves) and then in the stage of refining it is obtained as by-
product fatty acids (acid sludge) of low value-added that can generate low-cost biodiesel
production. A major challenge of this scenario is to promote recovery of waste, making
the biodiesel industry more competitive. A possible strategy is the esterification of the
acid sludge using ethanol produced from lignocellulosic fibers, existing in the residual
biomass, by hydrolytic and fermentative processes. In the present study, it was
evaluated different homogeneous acid catalysts in the reaction of esterification of palm
fatty acids for biodiesel production. The reactions were performed using anhydrous or
hydrated using ethanol or methanol. The influence of the content of catalyst on yield
was also investigated. Kinetic studies were performed in the presence and absence of
homogeneous catalysts. The process was carried out at 130 °C in a PARR reactor with a
molar ratio alcohol/fatty acid equal to 3.0. The results showed the best conversion with
sulfuric acid (86,6%) and methanesulfonic acid (85,2%) as catalysts for homogeneous
ethylic esterification. The study for the production of ethanol was done using the two
fractions of the lignocellulosic complex, hemicellulose and cellulose. Acid pre-
treatment was used for the extraction of the hemicellulose-derived sugars, mainly
xylose, performed in a PARR reactor, which resulted in low concentration of xylose.
When mild conditions were applied in the pre-treatment through the use of an autoclave,
it was possible to achieve a concentration of xylose of 18.78 g / L. The fermentation of
the hydrolysate by the yeast Pichia stipitis has reached an ethanol concentration of 7.45
g/L. after 18 hours of process. From the cellulosic fraction, ethanol was also produced
by the simultaneous saccharification and fermentation process, which consists of a pre-
enzymatic hydrolysis for 12 hours for the conversion of cellulose into glucose, followed
by fermentation for a period of time of 48 hours. In this process the final concentration
of ethanol was 18.30 g/L. Considering that the extraction of 1 ton of crude palm oil
generates 2.4 tons of bagasse, and that during the refining of this oil, 70Kg of an fatty
acid containing sludge are also generated, two possible scenarios were presented.
According to the results of the present work, the ethylic esterification of this amount of
sludge requires 38.8 Kg of ethanol and given that 2.4 tons of bagasse can produce 182.4
Kg of ethanol, in one of the sceneries an ethanol surplus of 143 Kg would be available.
Another scenery was also visualized, in which only the ethanol necessary for the
esterification would be produced and the bagasse surplus (1890 Kg) would be available
for energy generation to be used in the own ethanol distillation.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A partir da segunda metade do século XVIII, com a revolucdo industrial inglesa,
a demanda por combustiveis aumentou, continuamente, de maneira vertiginosa. O
primeiro combustivel largamente utilizado foi o carvao mineral, abundante na Inglaterra
e Europa continental. No final do século XIX, a producdo de carvdo torna-se
insuficiente para atender o setor industrial, necessitava-se, entdo, de outro combustivel,
de poder energético semelhante, mais facilmente transportavel e armazenado e, também,
mais abundante, permitindo sua utilizacdo em larga escala pelos setores industriais, por
longo espaco de tempo. Este novo combustivel era o petréleo.

A transformagdo conduzida pela introducdo do petréleo foi significativa,
praticamente deslocando todos os demais combustiveis para um plano secundério, e
tornando-se, desde entdo, a principal fonte energética do planeta, e lancando as bases
para uma nova revolucdo industrial, que tem como seu expoente maximo, a inddstria
automobilistica.

O uso indiscriminado de hidrocarbonetos para o desenvolvimento industrial,
além de ocasionar uma diminuicdo das reservas de petrleo e um aumento excessivo
dos precos de seus derivados, tem gerado altos indices de contaminag¢do ambiental.
Estes fatores tém motivado a humanidade a procurar novas alternativas energéticas e
industriais nas quais diferentes derivados de petréleo sejam substituidos, possibilitando,
conseqiientemente, uma reducio nos danos ocasionados ao meio ambiente. Uma razdo
que torna o petrdleo dificil de ser substituido é que, sem sombra de divida, € a principal
fonte de energia no mundo, fornecendo mais de 36% das necessidades energéticas;

sendo, também vital como matéria-prima da industria petroquimica (MAST, 2005).



Em principio, outros combustiveis fosseis, como o gids natural e o carvdo
mineral, tém reservas significativas para substituir o petréleo. Porém, estas fontes sdo de
dificil transformac@o em matéria-prima para a industria quimica e ndo iriam resolver o
outro grande problema relacionado ao petréleo: o impacto ambiental devido a formagédo
de CO,;, CO e gases sulfurados e nitrogenados oriundos da sua queima ou
transformac@o. Entre estes combustiveis, o gis natural seria a fonte mais promissora,
com maior capacidade de expansdo e mais “limpa”, mas apresenta uma distribui¢do
espacial ndo homogénea, demandando grandes investimentos em infra-estrutura e
acordos internacionais complexos (SCHUCHARDT & RIBEIRO, 2001; MAPA, 2005).

Diante dessa problemética tem se apresentado um crescente interesse por fontes
alternativas de energia, destacando-se os empreendimentos realizados pelo Brasil e
Estados Unidos no desenvolvimento de projetos para a producdo de biocombustiveis,
como o etanol e biodiesel com base, respectivamente, em residuos agroindustriais
oriundos da cana-de-agicar, milho e dendé. Atrelados a esse interesse pelos
biocombustiveis encontram-se: a industria automobilistica, com vendas crescentes de
veiculos movidos a dlcool e os do tipo flexiveis (utilizam qualquer mistura
etanol:gasolina); os governos, com diversas regulamentagdes que aumentam o teor de
etanol em gasolina; e a industria de biotecnologia, com enzimas e microrganismos cada
vez mais eficientes. A sinergia criada entre esses setores vem aumentando
acentuadamente as demandas de produgfdo, consumo e pesquisa/desenvolvimento na
area de biocombustivel.

O biodiesel e o etanol, por sua vez, ndo possuem enxofre nem nitrogénio. Assim,
a combustdo destes compostos ndo geram estes gases poluentes. Além disso, €
produzido a partir de fontes bioldgicas renovdveis. As oleaginosas podem ser
indefinidamente cultivadas.

O bagaco de dendé, subproduto da extracdo do 6leo de dendé apresenta-se,
entdo, como um dos materiais lignocelulésicos com potencial para producao de etanol e
outros produtos de interesse, dentro do conceito denominado de “biomass refinery” ou
“biorrefinaria”. Este conceito baseia-se na separagdo seletiva das fracdes do material
lignocelulésico de acordo com suas caracteristicas quimicas e/ou produtos a serem
obtidos. Direcionadas por esse conceito, se pode afirmar que a hemicelulose e a

celulose, principais fracdes estruturais do bagaco de dendé, representam uma fonte



potencial de xilose e glicose, respectivamente. Porém, a obtencdo desses agtlicares
requer a aplicac@o de técnicas que permitam a sua extracdo seletiva.

A técnica de planejamento experimental pode ser amplamente utilizada em
conjunto com o0s processos de producdo, levando a possibilidade de geracdo de modelos
empiricos simples através da realizacdo de poucos ensaios. Além disto, permite a
identificacdo das varidveis mais importantes no processo, para uma posterior
otimizagdo.

Neste contexto, a presente dissertagdo visa a obtencdo de etanol a partir do
bagaco provenientes da industria de dendé que pode ser inserido no processo de

esterificacio ou transesterificacdo etilica para producéo de biodiesel.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo relatério anunciado, em fevereiro de 2007, pelo Painel
Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas (IPCC, na sigla em inglés) a
temperatura média do planeta subird de 1,8 a 4 graus até 2100, provocando um aumento
do nivel dos oceanos de 18 a 59 cm, inundagdes e ondas de calor mais freqiientes, além
de ciclones mais violentos. De acordo com os especialistas deste 6rgdo, o aquecimento
do planeta se deve, com 90% de probabilidade, as emissdes de dioxido de carbono
provocadas, principalmente por combustiveis fdsseis (derivados de petrdleo).
Entretanto, séries histéricas de consumo de petréleo revelam que as reservas de
petréleo, comercialmente explordveis, crescem a taxas menores que O CONSUMO.
Admitindo que os indicadores de médio e, até de longo prazo, ndo demonstram um
esgotamento do sistema de produgdo, surge a necessidade da busca por alternativas
energéticas, sob pena do sistema se esgotar sem que haja um substituto natural e
principalmente sob a possibilidade da ocorréncia de muitas transformacdes ambientais
catastroficas, que virdo prejudicar principalmente a vida do homem.

O surgimento de constantes crises que se iniciaram nos anos 70, no mercado
internacional de petréleo, ocasionado pelo aumento dos pregos de seus derivados, pela
instabilidade politica, econdmica e ambiental das regides produtoras de petrdleo, tem
desencadeado no campo cientifico, uma preocupa¢do maior sobre o que produzir e
como produzir, questdes estas que fazem parte da necessidade em se garantir a energia
necessdria sem comprometer aspectos ambientais € a0 mesmo tempo conseguir suprir as
necessidades basicas do ser humano, onde além do desenvolvimento econdmico se
comeca agora a explorar o uso de tecnologias limpas que tragam um amplo

desenvolvimento sustentavel.



Estes esforcos se iniciaram em Augsburg na Alemanha, a partir da percepgio
que Rudolf Diesel criou, em 1895, um motor para que fossem utilizados, como
combustiveis, 6leos vegetais. Segundo ele, a utilizagdo de Oleos vegetais contribuiria
muito para o desenvolvimento agricola dos paises que utilizassem este motor. Apds sua
morte, foi criado um 6leo grosso, mais barato que os combustiveis existentes a época
chamado, em sua homenagem, de 6leo diesel. Desta época até a década de 70, o
petréleo e seus derivados eram abundantes e de baixo custo, diminuindo o interesse pela
utilizacdo de Sleos vegetais.

Entretanto, na década de 70, houve duas crises (a primeira em 1973 e a segunda
em 1979), levando a um grande aumento dos precos do petréleo, aumentando o
interesse por 6leos vegetais. Este interesse voltou a cair na década de 80, devido a nova
queda do preco do petréleo.

No inicio da década de 90, comecaram a surgir preocupacdes de ordem
ambiental, com a elevacido continua de emissdes de gases poluentes, causadas pelos
combustiveis derivados do petréleo. Surgiu, entdo, o conceito de “Desenvolvimento
Sustentavel”, para que as futuras geragdes ndo fossem comprometidas com o
desenvolvimento atual. A chuva 4cida e o efeito estufa sdo problemas ambientais
associados a emissdo destes gases poluentes.

Tecnologias limpas, que apresentem viabilidade econdmica e utilizem
combustiveis menos poluentes, sdo cada vez mais importantes nos dias atuais. O
biodiesel pode ser considerado um exemplo de tecnologia limpa. Além disso, o petrdleo
tende a acabar em um prazo de 40-50 anos, uma vez que a demanda sempre tem
superado a oferta. Assim, o preco tende a subir cada vez mais, chegando a niveis ainda
maiores que os atuais. As culturas vegetais, ao contrdrio do petrleo, sempre sdo
renovdveis, pois utilizam a terra que pode ser cultivada em todo o planeta. Além disso,
pode-se obter biodiesel de vdrias fontes oleaginosas, como por exemplo, soja, colza,
mamona e palma. A matéria-prima varia de acordo com o clima de cada regido.

Os dleos vegetais e, por conseqii€ncia, o biodiesel, ndo possuem enxofre,
nitrogénio ou compostos aromdticos como o petrdleo e o diesel de petréleo. Estes
compostos aos serem queimados geram 6xidos prejudiciais ao meio-ambiente e a saude

humana. Com o uso de 6leos vegetais, diminuem-se as emissdes destes poluentes, sendo



possivel também diminuir as emissdes de material particulado e monéxido de carbono
(ARANDA et al., 2003).

Do ponto de vista mecénico, o biodiesel melhora a lubricidade do motor, por
possuir oxigénio na sua formula molecular, ao contrdrio do diesel (hidrocarbonetos).
Esta melhora da lubricidade contribui para o aumento da durabilidade dos motores
movidos a 6leo diesel. Além disto, o biodiesel € biodegraddvel e apresenta baixa
toxidade.

Pode-se também, através da producdo de biodiesel, contribuir em aspectos
econdmicos e sociais. A migra¢do em massa para as maiores cidades pode ser contida
mantendo as pessoas nas dreas rurais, com a geracdo de postos de trabalho no cultivo de
espécies oleaginosas. Ha também o caso especifico da produgédo de etanol (no qual o
Brasil € o lider mundial), que é adicionado a gasolina. A inddstria alcooleira gera
empregos e capital e, além disso, o etanol ¢ uma matéria-prima para producio de
biodiesel.

Sdo visiveis os investimentos efetuados em diversas partes do planeta visando as
inovacdes tecnoldgicas para o aproveitamento da bioenergia, sendo a produgio de
etanol um dos exemplos de maior sucesso.

Sistemas de gaseificacdo de biomassa acoplados a turbinas a gas para geracdo de
eletricidade, turbinas de ciclo combinado gas/vapor, cama de circulacdo fluidizada
(produgdo de gids combustivel aquecido que pode ser aproveitado para geracdo de
energia), gaseificacdo integrada de ciclos combinados (processo de gaseificacdo em que
o gis combustivel sintético de médio poder calorifico produzido é queimado em
turbinas a gds, onde o calor residual dos gases de exaustdo pode ser recuperado e
aproveitado por meio de uma turbina a vapor).

Entre as inovacdes tecnoldgicas encontra-se também, a cogeracdo (processo de
produgdo simultinea de energia mecanica ou elétrica e térmica que permite a otimizacao
e o acréscimo de eficiéncia nos sistemas de conversdo e utilizagdo de energia),
tecnologia de aproveitamento de 6leos vegetais como biocombustiveis (biodiesel),
producdo de etanol e metanol de celulose, desenvolvimento de combustiveis, além de
melhoria de processos de producdo, colheita, armazenagem, transporte e processamento

de biomassa, sdo alguns exemplos de inovagdes tecnoldgicas (MAPA, 2005). A Figura



2.1 apresenta um diagrama esquemadtico dos processos de conversdo energética da

biomassa.
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Figura 2.1: Diagrama Esquematico dos Processos de Conversao Energética da Biomassa
(ANEEL, 2005)

Apesar da maioria dos biocombustiveis ainda ser mais cara do que o0s
combustiveis fosseis, a sua utilizacdo estd crescendo em vérios paises do mundo.
Encorajada por decisdes politicas, a producdo de biocombustiveis a nivel mundial é
atualmente estimada em mais de 98 bilhdes de litros (MAPA, 2009, BIODIESELBR,
2009).

O Brasil acumulou portentosa experiéncia no desenvolvimento de uma pujante
agroinduistria, em que um dos paradigmas é justamente a agroindudstria de etanol,
reconhecida como a mais eficiente do mundo em termos de tecnologia de processo e de
gestdo. A experiéncia dos ultimos 30 anos forjou competéncia de gestdo e negociacdo
na cadeia, gerando as condicdes para uma nova investida em outros nichos do mercado

da agricultura de energia (MAPA, 2005; NAE, 2005).



2.1 PROCESSOS DE PRODUCAO DE BIODIESEL

Existem diversos processos para producio de biodiesel: pirélise, microemulsdes,
esterificacdo e transesterificacio (MA E HANNA, 1999). Os dois primeiros,
atualmente, t€m sido pouco utilizados, devido a facilidades associadas aos dois outros,
além de o produto resultante dos dois primeiros ndo atingir especificacdo suficiente para
ser utilizado.

A pirdlise (craqueamento térmico) envolve aquecimento com ou sem o uso de
catalisadores, em auséncia de ar. Parafinas, olefinas e dcidos carboxilicos, além dos
ésteres, sdo os principais produtos da decomposi¢cdo de triglicerideos. Pode ser uma
alternativa para areas com baixa produgao de petréleo.

Microemulsdes sdo misturas diretas de dleos vegetais com alcodis de cadeia
curta (até 4 atomos de carbono). Estas misturas, apesar de apresentarem viscosidade
bem menor que a do éleo vegetal, possuem a desvantagem de combustido incompleta,
além da formacao de depdsitos de coque (MA E HANNA, 1999).

A esterificacdo € a reacdo entre um 4cido carboxilico e um élcool, tendo o éster
como produto principal e a dgua como subproduto. E realizada com catalisadores
acidos, como 4acido sulftirico e 4cido nidbico. Esta reacdo, mostrada na Figura 2.2 é
equimolecular. Nesta figura, R representa uma cadeia longa, geralmente contendo de 16
a 22 atomos de carbono, ¢ R” é uma cadeia curta (at€é 4 atomos de carbono,
predominando as cadeias de 1 e 2 dtomos). Entretanto, depende de uma matéria-prima
que possua elevado teor de dcidos graxos livres, ainda pouco disponivel para producdo

em grande escala. Por isso, ainda ndo esta totalmente consolidada.

R-COOH + R-OH < R-COO-R” + H;O
Acido graxo Alcool Biodiesel Agua

Figura 2.2: Reac@o de Esterificacdo

A técnica da esterificacdo para producdo de biodiesel foi recentemente
desenvolvida por ARANDA E ANTUNES, 2003 E 2004. A matéria-prima utilizada
neste processo € o residuo proveniente da extracdo do 6leo de palma, ao contrario da
transesterificagdo, que ndo emprega residuos. A empresa AGROPALMA utiliza este

processo em escala industrial, através do licenciamento da patente (ARANDA E




ANTUNES, 2003). A fabrica, cujas instalagdes estdo mostradas na Figura 2.3, opera
desde marco de 2005. Além de ser a primeira fabrica brasileira de biodiesel, é a
primeira fabrica no mundo a utilizar um catalisador heterogéneo. O catalisador utilizado

nesta planta é a base de nidbio.

a = p.

Figura 2.3: Fabrica da AGROPALMA, localizada em Belém-PA

RAMU et al., (2004) estudaram a esterificagdo do acido palmitico com metanol,
com catalisadores sélidos de 6xido de tungsténio suportados em zircOnia. A razdo molar
metanol/icido palmitico utilizada era da ordem de 160. A temperatura utilizada foi a de
refluxo (ponto de ebulicdo do metanol, da ordem de 70°C). Foram alcancadas
conversoes proximas a 100% apds 6 horas de reacdo, de acordo com a Figura 2.4,

quando o catalisador utilizado continha 5% de 6xido de tungsténio.
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Figura 2.4: Conversdo Obtida para a Esterificacio de Acido Palmitico com Catalisadores
WO5/ZrO, (RAMU et al., 2004)



Um fluxograma proposto por LIMA, 2004, com as diversas etapas para
produgdo de biodiesel, é apresentado na Figura 2.5. Nele, estdo contempladas todas as
etapas do processo, desde a preparacdo da matéria-prima até as etapas finais de

purificacdo para que o biodiesel esteja dentro das especificagdes.
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Figura 2.5: Fluxograma para Produc@o de Biodiesel (LIMA, 2004)

Dentre estes processos, 0 mais utilizado € a transesterificagao. Pode ser realizado
com catalisadores bésicos, dcidos ou enzimaticos. Esse nome é dado quando a matéria-
prima original é um éster, que é o caso dos triglicerideos (6leos vegetais ou gorduras
animais), os triacil glicerdis. Eles sdo compostos por uma molécula de glicerol
combinada com trés moléculas de 4cidos graxos, de acordo com a Figura 2.6. Os
produtos da reagc@o de uma molécula de triglicerideo com trés moléculas de 4lcool sdo 3
moléculas de éster (biodiesel) e uma molécula de glicerol. Na Figura 2.6, R1, R2 e R3

sdo cadeias carbdnicas longas (usualmente entre 14 e 22 atomos de carbono com até 3
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ligacdes duplas), e R”, em geral, uma cadeia curta (até 4 &4tomos de carbono,

predominando as cadeias de 1 e 2 4tomos).

H,C-O-OC-R; R;-COO-R” H,C-OH
I I

HC-0-OC-R;, + 3R-OH < R,-COO-R’ + HC-OH
I I

H,C-O-OC-R3 R3;-COO-R” H,C-OH

Triglicerideo Alcool Biodiesel Glicerol

Figura 2.6: Reacdo de Transesterificagdo

2.2 NATUREZA DA MATERIA-PRIMA

Diversas matérias-primas podem ser utilizadas para producgéo de biodiesel, entre
as mais utilizadas estdo os Oleos vegetais (refinados ou utilizados em frituras) e as
gorduras animais. Os 6leos vegetais mais utilizados sdo: soja, mamona, palma, colza,
girassol, algodao e milho. A diferenca entre eles estd na composicdo em dcidos graxos.
A Tabela 2.1 apresenta a composi¢do tipica, em édcidos graxos, de alguns triglicerideos

utilizados na transesterificagao.

Tabela 2.1: Composicdo tipica (%) dos Principais Triglicerideos Utilizados na Produgéo de
Biodiesel. O Nimero xx-y Representa o Nimero de Atomos de Carbono da Cadeia (xx)
Juntamente Com o Numero de Duplas Ligacdes (y).

14-0 16-0 18-0 18-1 18-2 18-3
(xx-y)  (Xx-y) (xx-y) (XX-y) (Xx-y)  (XX-y)

Soja 12 3 23 55 6

Sebo 4 23 20 43 3 1
Palma 43 5 41 10

Girassol 6 3 18 74 1

Fontes: MA E HANNA (1999); SRIVASTAVA (2000); DEMIRBAS (2005).

Todos estes triglicerideos apresentam, como pode ser notado pela tabela acima,
composicdes bem semelhantes em 4cidos graxos, apresentando os mesmos dcidos. O
6leo de mamona possui uma particularidade, pelo fato de apresentar na sua composicao
0 4cido ricinoléico, com cerca de 90%. Este 4cido possui 18 dtomos de carbono em sua
cadeia, e no carbono 12 estd ligada uma hidroxila (OH). Esta hidroxila faz com que o

6leo de mamona possua propriedades bem diferentes dos outros 6leos, especialmente a
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viscosidade. O dleo de soja, tipicamente, apresenta viscosidade cinemadtica em torno de
2 P 7 . . . .
30 mm“/s. Ja para o 6leo de mamona, o valor desta viscosidade se situa na faixa de 270

mm?/s.

2.3 DENDE

Entre as oleaginosas cultivadas, o dendezeiro ou palma como é conhecido é a
planta que apresenta a maior produtividade por drea cultivada. Produz, em média, 10
vezes mais 6leo do que a soja. Em condi¢des ecoldgicas excelentes, pode produzir até 8
toneladas de 6leo por ha/ano. Na Amazdnia, producdes de 4 a 5,5 toneladas de
6leo/ha/ano sdo normalmente obtidas tanto nas pesquisas da Embrapa quanto em
plantagcdes comerciais. Esses resultados sdo possiveis em quase toda a Amazonia, com
regime de chuvas melhor distribuido e déficit hidrico de até 200 mm/ano.

O dendé é uma planta perene, uma palmeira de grande porte. Com as praticas
culturais adotadas no seu cultivo, constitui-se em um sistema de producdo
agroindustrial, com aceitdvel estabilidade ecoldgica e baixos impactos negativos ao
ambiente. Tem a vantagem de ser um sistema altamente produtivo e permanentemente
valorizado, em substituicdo a agricultura itinerante e ao extrativismo predatério da
floresta, dominantes na AmazoOnia e insustentdveis, além de baixa capacidade de
geracdo de renda.

A planta produz trés anos ap6s o plantio e tem sua produgao distribuida ao longo
do ano, por mais de 25 anos consecutivos. E excelente atividade para a geracdo de
empregos permanentes, com excelente remuneragdo, ideal para projetos de colonizagao.
A dendeicultura € uma das poucas op¢des vidveis para a Amazdnia, contribui com o
meio ambiente, sem limitagdes tecnoldgicas. A dendeicultura irrigada poderd ser uma
grande opcdo sustentdvel para a geracdo de ocupacdo e renda para as regides menos
chuvosas da Amazo6nia (Sul do Pard, Rondoénia, etc), pré-Amazonia (Mato Grosso,
Maranhao, Tocantins) e até mesmo para o Nordeste e o cerrado brasileiro, com
potencial de producdo que pode chegar até 8 toneladas de 6leo/hectare/ano.

O fruto de dendé produz um tipo de 6leo, extraido por processos fisicos: pressdo
e calor, sem uso de solventes quimicos. O dleo de palma ou dend€ ocupa hoje o 1° lugar
na producdo mundial de 6leos e dcidos graxos, ultrapassando a soja. Gragas ao seu

baixo custo de producgdo, boa qualidade e ampla utilizagdo. O dleo de palma € aplicado
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como matéria-prima para diferentes segmentos nas inddstrias alimenticias, de sabdes e
cosméticos, oleoquimicas e farmacéuticas. Atualmente, € mais usado na industria
alimenticia, responsdvel pela absorcio de 80% da produ¢@o mundial.

O o6leo de dendé estd entre os mais qualificados para o biodiesel, por sua
composi¢ao, alta produtividade, seu baixo custo, producdo distribuida ao longo de todo
o ano, oferta regular e crescente, além de destinar-se a dreas de distintas de produgdo,
ndo competindo com outros cultivos alimentares. O biodiesel precisard contar com todas
as vantagens do 6leo de dendé para realizar todo o seu potencial social, econdmico e

ecoldgico na matriz energética brasileira e mundial.

o

Figura 2.7: O Dendezeiro (Elaeis guinaeensis)

2.3.1 Processamento dos Frutos De Palma

Os frutos colhidos no campo sdo transferidos para a rampa ou moega de
recebimento de onde sdo transferidos para os carros, os carros sdo conduzidos através de
uma via de trilhos para o esterilizador, onde os frutos sdo cozidos sob pressdo de 2 a 3
kg/cm2, por aproximadamente 60 minutos, a uma temperatura de mais ou menos 135°C.

Ap6s cozimento, os frutos sdo basculados através da talha sobre o transportador
alimentador do debulhador. O transportador alimenta o debulhador, onde ocorre a
separacdo dos cachos e frutos, os frutos sdo transferidos através do transportador para o

digestor.
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Os cachos vazios sdo transferidos para a 4rea de estocagem através de
transportador, os frutos sdo macerados no digestor, formando uma massa de volume
reduzido, que é prensada na prensa continua.

Nas primeiras fases do beneficiamento sdo extraidos o 6leo de palma bruto e a
améndoa de palmiste, o 6leo cru, obtido na prensagem, € transferido para o desaerador,
onde se retira as particulas pesadas e, a seguir, filtra-as na peneira vibratoria. As fibras e
impurezas retidas na peneira voltam para a prensagem e o 6leo cru € transferido para o
tanque de decantagdo, através de bomba centrifuga. No tanque de decantac@o ocorre a
separacao de fases entre 6leo e borra.

O ¢leo decantado ¢ transferido para o tanque de armazenagem. A borra é
processada na centrifuga e transferida para o decantador secundério, onde apds
separagdo do 6leo residual € transferida para as lagoas de aeracdo, todo o 6leo separado
da borra volta para o tanque de decantacio.

A torta resultante do processo de prensagem € processada no transportador, onde
ocorre a secagem da fibra. No final do transportador a fibra seca é transferida através de
sistema de transporte pneumaético, para utilizacdo como combustivel na caldeia a vapor.

As nozes sdo transferidas para o tambor polidor, de onde se retira o residuo das
fibras, a seguir sdo transferidos para o moinho quebrado, onde a mistura casca + nozes
vai para um transportador. As particulas finas das cascas sdo incorporadas ao sistema
pneumatico que leva as fibras para a caldeira.

As améndoas s@o separadas das cascas em uma mesa de separacdo por
gravidade. As cascas sdo destinadas para combustivel, podendo ser utilizadas, também,
como revestimento em estradas vicinais ou como matéria-prima em plantas de carvdo
ativado. As plantas instaladas no Brasil tém a configuragdo mostrada no fluxograma
(Figura 2.8).

As améndoas sdo armazenadas para posterior beneficiamento.

TRANSPORTE ------ ENTRADA NA USINA ------ ESTERILIZACAO

DEBULHAMENTO ------ EXTRAGAQO ---—-- CLARIFICAGAQ ------ OLEO CRU

Figura 2.8: Fluxograma do Processamento de Oleo de Palma.
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PROCESSO DE REFINO:

ALCALI ------ NEUTRALIZAGAO ------ BRANQUEAMENTO

DESODORIZAGAO  ------ OLEO DE PALMA RDB

Figura 2.8: Fluxograma do Processamento de Oleo de Palma.

O interesse pelo biodiesel cresceu apds o governo federal ter criado, através do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), o Programa Brasileiro de Biodiesel
(Probiodiesel). A Bahia tem tudo a ganhar com a proposta do MCT e da Petrobras em
apoiar acdes para cumprir a meta do B5, que consiste em adicionar 5% de biodiesel em
todo diesel consumido no pais até 2013 de acordo com a ANP. A proposta federal
coloca o estado em excepcional condi¢do, tendo em vista as suas amplas possibilidades
de cultivo das principais fontes de matéria-prima para a producdo do biodiesel, entre
elas o dendé.

Recentemente, o pais desenvolveu uma tecnologia que aponta a utiliza¢do do
alcool etilico na rota de produgdo do biodiesel em substitui¢do ao metanol. O Brasil é o
segundo maior produtor de etanol, o maior exportador mundial, e é considerado o lider
internacional em matéria de biocombustiveis e a primeira economia a ter atingido um
uso sustentdvel dos biocombustiveis. Em 2008 a producio brasileira de etanol foi de
22,5 bilhdes de litros. Os Estados Unidos lideram a produg@o com 34 bilhdes de litros
(USDA, 2009).

O produto pode ser utilizado como substituto quando adotado como combustivel
puro (B100), ou como Blend ao diesel comum. A dosagem pode variar de 5% (B5) a
20% (B20), ou em baixas propor¢des como aditivo, variando de 1% a 4%.

Hoje no Brasil existem 65 plantas autorizadas pela Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) a operar no pais, com capacidade total
de produgdo de 4,3 bilhdes de litros ao ano. Em abril de 2009, a produgéo foi de 105,71
milhdes de litros, conforme Figura 2.9, enquanto a demanda nacional foi de 105,94

milhdes de litros para o0 mesmo periodo. A demanda por 6leo diesel em 2009 esté 5,1%
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menor que no mesmo periodo do ano passado, em conseqiiéncia da diminui¢do da
atividade econdmica. No acumulado do ano, a produg@o aumentou 43% na comparacio
com o mesmo periodo de 2008, atingindo 510,5 milhdes de litros nos 5 primeiros meses

de 2009 (PORTAL BIODIESELBR, 2009).

Ulimos 12 meses
volume produzido
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Figura 2.9: Producdo de Biodiesel Mensal.

Conforme mencionado anteriormente, residuos dcidos, provenientes do refino de
Oleos vegetais, também podem ser utilizados na produgdo de biodiesel pela rota da
esterificacdo. A utilizacdo deste tipo de matéria-prima diminui o custo de produgdo,
uma vez que o custo destes residuos, que representam um passivo ambiental e ndo
teriam outra utilizacdo, é negativo. Esta reducdo pode fazer com que o biodiesel

produzido tenha um custo mais atrativo, quando comparado com o diesel de petrdleo.

2.4 BAGACO DE DENDE COMO MATERIAL LIGNOCELULOSICO

O Brasil possui o maior potencial mundial para a producdo do dleo de dendé
dado aos quase 75 milhdes de hectares de terras aptas a dendeicultura e tem capacidade
para produzir combustiveis alternativos a partir de diversas espécies oleaginosas,
favorecido pelas caracteristicas edafoclimaticas.

Em 2006, pela primeira vez, a producdo mundial de 6leo de palma (dend¢)

ultrapassou a produgdo de 6leo de soja. A produtividade de dleo por hectare da palma é
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cerca de dez vezes a produtividade de 6leo de soja (5.000 L/ha contra 500 L/ha). Além
dessa alta produgdo de 6leo, a palma produz em massa, uma quantidade ainda muito
maior de biomassa (fibras dos frutos, cachos, palha, folhas).

Esse mercado serda responsavel pela geracdo de bilhdes de toneladas/ano de
residuos oriundos do processamento de oleagionasas para a producdo do biodiesel. Um
grande desafio desse cendrio é promover agregacio de valor a esse residuo, tornando a
indudstria do biodiesel mais competitiva. Uma estratégia possivel é aproveitar a fibra
celuldsica existente nessa biomassa residual, para a produg@o de bioetanol através de
processos hidroliticos e fermentativo.

Essa biomassa é composta basicamente de material ligninoceluldsico, com alto
potencial de producdo de carboidratos por hidrdlise seguida de fermentacdo para
producdo de etanol, constituindo-se em uma fonte abundante e renovavel de matéria-
prima que pode ser utilizada em processos biotecnolégicos. Portanto, a palma € uma das
poucas espécies conhecidas que podem gerar ao mesmo tempo grande quantidade de
6leo (conseqiientemente biodiesel) e etanol.

A biomassa de dendé é constituida por celulose, um polimero da glicose
formado por seis carbonos, as hexoses; por hemicelulose, composta por acucares de
cinco carbonos, chamados de pentoses, ndo aproveitados ainda para a producdo de
acucar; e pela lignina, um material estrutural da planta, associado & parede vegetal
celular, responsavel pela rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques
microbioldgicos e mecénicos aos tecidos vegetais. Para que as biomassas possam ser
utilizadas como matérias-primas para processos quimicos e bioldgicos elas precisam ser
submetidas a um pré-tratamento para desorganizar o complexo lignocelulésico
(PEREIRA Jr. et al., 2006).

Os materiais lignoceluldsicos possuem um alto contetido de carboidratos (cerca
de 70% da massa) constituindo-se em uma fonte abundante e renovavel de matéria-
prima que pode ser utilizada em processos biotecnoldgicos. Esses materiais
lignocelulésicos sdo formados por estruturas duras e fibrosas, compostas basicamente
de hemicelulose e celulose, entremeadas por uma macromolécula composta por alcodis
aromaticos, a lignina, que se encontra unida por ligacdes covalentes e de hidrogénio,
conforme ilustrado na Figura 2.10 (LEE, 1997). Em menores propor¢des podem ser

encontradas também resinas, taninos, dcidos graxos, fendis, compostos nitrogenados e
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sais minerais, principalmente, de cdlcio, potdssio e magnésio (SHLESER, 1994;

OLSSON & HAHN-HAGERDAL, 1996, NEUREITER et al., 2002).

Figura 2.10: Esquema Estrutural Simplificado das Fibras do Material Lignoceluldsico
Adaptado de SHLESER (1994)

A composicdo basica do material lignoceluldsico depende do vegetal de origem,
da espécie da planta, da regido de cultivo, idade e periodo do ano em que se realiza a
colheita do material, dentre outros fatores que a influenciam (HASSUANI, 2005). A
Tabela 2.2 ilustra algumas fontes de material lignoceluldsico e sua composi¢do bésica
aproximada, na qual EFB = Residuo sdlido produzido em maior quantidade e PPF=
Fibra prensada de palma (porcentagem das fragdes celuldsica, hemiceluldsica, lignina,

cinzas, 6leo, umidade e outros).

Tabela 2.2: Composi¢ao Média de dois Residuos Sélidos (EFB e PPF) Obtidos durante a
Extragdo Oleo de Palma

Composicao % (m/m)

Componente EFB (Residuo sélido produzido)  PPF(Fibra prensada de Palma)
Celulose 15,47 24,00
Hemicelulose 11,73 14,40
Lignina 7,14 12,60
Cinzas 0,67 3,00
Oleo - 3,48
Outros - 2,52
Umidade 65,00 40,00

Fontes: ABDUL AZIZ et al. (2002a,b); WAN ZAHARI AND ALIMON (2004).

O desenvolvimento de enzimas eficientes para processar as fibras e a palha é

uma das vias para sair do atual patamar de produg@o sem precisar aumentar a area
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plantada. E possivel aproveitar de forma integral essas biomassas residuais para a
produgdo de etanol, tanto da fracdo celuldsica quanto da hemicelulésica, um composto
do grupo quimico dos agtcares presente entre as fibras de celulose.

Os processos de hidrolise da celulose podem ser quimicos ou enzimdticos. O
primeiro, de maior conhecimento, dd-se em condi¢Oes estabelecidas de temperatura
(pressdo), tempo de exposi¢do, tipo e concentracdo de acido, bem como relacdo
s6lido:liquido, a semelhanca da pré-hidrdlise. No entanto, a hidrélise quimica (4cida) da
celulose vem sendo abandonada em substitui¢cdo a hidrélise enzimatica. A opgdo pela
hidrdlise enzimética da celulose decorre da auséncia de condicdes severas.

Com o aumento da quantidade de excedente de bagaco e a existéncia de
processos mais eficientes para a extragdo de glicidios, o bagaco poderia ser destinado a
etapas de pré-tratamento e posterior transformagdo em substancias de maior interesse,
aumentando a produtividade das industrias, sem acréscimos nas dreas de plantio. No
caso brasileiro, estima-se que o bagaco excedente, se fosse utilizado na producio de
etanol, permitiria duplicar a producio deste combustivel no pais sem aumentar as areas

de plantio (BETANCUR, 2005; PEREIRA Jr., 2006).

2.4.1 Hemicelulose

A hemicelulose € uma mistura de polissacarideos de baixa massa molecular que
estdo intimamente associados com a celulose nos tecidos das plantas. A hemicelulose é
uma macromolécula, em cuja composi¢do podem aparecer, condensadas em proporgdes
variadas, as seguintes unidades de aguicar: B-D-xilose, f-D-manose, B-D-glicose, o-L-
arabinose, a-D-galactose, dcido B-D-glucurdnico, dcido B-D-galacturdnico e dcido a-D-
4-O-metilglucurdnico, dependendo da origem da matéria prima (FONSECA, 2003;
DELGENES et al., 1988). A Figura 2.11 representa os esquemas das estruturas

quimicas dos componentes hemicelulésicos.
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Figura 2.11: Estruturas Quimicas dos Mondmeros Constitutivos da Hemicelulose.
(D’ALMEIDA, 1988)

E importante lembrar que o termo hemicelulose nio designa um composto
quimico definido, mas sim uma classe de componentes poliméricos presentes em
vegetais fibrosos, possuindo, cada componente, propriedades peculiares. Como no caso
da celulose e da lignina, o teor e a propor¢do dos diferentes componentes encontrados
nas hemiceluloses da madeira variam grandemente entre diferentes espécies e,

provavelmente, também individuos da mesma espécie (D’ ALMEIDA, 1988).

2.4.2 Celulose

A celulose, o maior constituinte da parede celular das plantas e uma das
estruturas constantemente regenerada, ¢ um homopolissacarideo linear composto por
unidades de B-D-glicose, unidas por ligagdes B(1-4) carbono-carbono (Figura 2.12 (A))
(PANDEY, 2000; LEE, 1997). Este homopolissacarideo possui entre 8000 e 14000
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unidades de glicose, dependendo do tipo de planta, apresentando uma massa

aproximada de 2,3 milhdes de umas (unidades de massa atdmica) (SHLESER, 1994).
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Figura 2.12: Disposicdo das Moléculas de Glicose, Unidas por Liga¢des
Glicosidicas(A) (COUGHLAN, 1985 apud LEMOS, 2001); Estrutura simplificada
da Celulose (B) (PEREIRA Jr., 1991)

As cadeias de celulose formam entre si ligagdes de hidrogé€nio intramoleculares
(06-H-02’ e 06-H-O3’) e intermoleculares (0O3-H-O5’) (Figura 2.12 (B)). Estas
ligacdes conferem alta rigidez e ordenacgfo a estrutura, criando as denominadas regides
cristalinas, responsaveis pela insolubilidade e pouca reatividade da celulose, sendo esta
uma das maiores barreiras para o aproveitamento biotecnolégico da fragcdo (LEMOS,
2001).

A hidrdlise 4cida de celulose em 4cido diluido envolve condi¢des de pressio e
temperatura elevadas e tempos de exposicdo baixos, mas s6 € possivel alcancar
conversdes proximas de 50% de celulose em glicose. J4, altas concentracdes de dcido

(40-70%) envolvem tempos longos e temperaturas moderadas promovendo conversdes
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de celulose de até 90%. Apesar disto, os processos de hidrolise dcida da celulose geram,

devido as suas condi¢des drésticas, compostos derivados da glicose (furfurais), que sdo

inibidores microbioldgicos, impossibilitando as etapas de bioconversdo e fermentacdo

microbioldgicas desejadas em processos posteriores (BADGER, 2002).

A Tabela 2.3 elucida as diferencas bdsicas entre a celulose e a hemicelulose de

forma resumida.

Tabela 2.3: Diferencas entre Hemicelulose e Celulose (PEREIRA Jr., 2008)

CELULOSE

HEMICELULOSE

Unidades de glicose unidas entre si.

Apresenta grau de polimerizacio
elevado (8000 e 14000 unidades de
glicose).

Forma arranjo fibroso.

Possui regides amorfas e cristalinas.

E atacada lentamente por dcido
mineral diluido quente.
E insolivel em dlcali.

Unidades de diferentes aguicares
ligadas entre si (arabinose, manose,
glicose, xilose, etc.).

Apresenta grau de polimerizacio

baixo (60 e 200 unidades de agucares).

Nio forma arranjo fibroso.
Possui somente regides amorfas.
E atacada rapidamente por dcido

mineral diluido quente.
E soltvel em alcali.

2.4.3 Lignina

A lignina, presente em todas as plantas superiores, € a responsdvel pela rigidez

da parede celular em vegetais, da sua resisténcia ao impacto, compressao e dobra, sendo

também um agente permanente de ligacdo entre as células (LEMOS, 2001). Cabe

destacar que os compostos derivados da lignina, quando liberados, dificultam os

processos fermentativos. Estruturalmente, ¢ uma complexa macromolécula aromatica,

hidrofébica e opticamente inativa, com numerosas liga¢des cruzadas (aproximadamente

10 tipos diferentes). Deriva-se da polimerizagdo desidrogenativa de trés dlcoois: dlcool

trans-coniferilico, trans-p-cumadrico e 4lcool trans-sinapilico (Figura 2.13) (CARAMEZ,

1999).
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Figura 2.13: Alcoois Precursores da Lignina
Fonte: D’ALMEIDA (1988)

Durante o processo de formagdo da lignina, reacdes secundirias levam a
ligacdes entre a macromolécula e a hemicelulose formando uma matriz que envolve a
celulose, criando um dos impedimentos para a hidrdlise das estruturas polissacaridicas.

Essas ligacdes sdo formadas entre as unidades de fenil-propano da lignina e os residuos

de 4cido glicurdnico e arabinose das xilanas (LEMOS, 2001; FAIRBANKS, 2003).

2.5 PROCESSOS PARA A PRODUCAO DE ETANOL

Desde os tempos antigos, o dlcool foi produzido por meio de diversos processos
artesanais de fermentacdo, principalmente, para producdo de bebidas de consumo
humano. Atualmente, gracas ao desenvolvimento da microbiologia industrial, o dlcool é
produzido em quantidades que permitiram seu uso como combustivel e matéria-prima
para diversos produtos quimicos.

Apesar de serem conhecidos os processos quimicos de produgdo de etanol, o
processo de fermentagdo é ainda o mais utilizado por ser mais econdmico. Essa
vantagem deve-se, principalmente, ao grande ndmero de matérias-primas naturais
baratas (agucaradas e amildceas, principalmente) que podem ser utilizadas
(SCHMIDELL et al., 2001).

Em termos gerais, o processo de bioproducdo de etanol pode ser resumido da
seguinte forma: a matéria-prima, seja qual for sua origem, € submetida a um pré-
tratamento ou uma adequacgdo (fisica, quimica ou enzimdtica) para a liberagdo dos

carboidratos na sua forma monomérica, sendo assim disponibilizados para a realizacdo

da fermentagdo alcodlica, em condi¢des anaerdbias, realizada utilizando leveduras do
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género Saccharomyces, sendo a mais comum a da espécie Saccharomyces cerevisiae.
Contudo, diversas outras leveduras possuem a capacidade de produzir tal composto,
como também algumas espécies de bactérias (LEAL, 2004; SOMAVILLA & GOMES
NETO, 2005).

E uma das concep¢des mais antigas e caracteriza-se pela disponibilizagio dos
actucares, por via quimica ou enzimatica, em um precedente da fermentagao.

Inicialmente utilizaram-se agentes quimicos como catalisadores da hidrdlise
total da estrutura (Figura 2.14). Porém, devido & necessidade de alta severidade do
processo, os hidrolisados gerados possuem um alto nimero de compostos inibidores de
fermentacdo. Por isso, podem ser requeridas etapas posteriores de desintoxificagdo,
impossibilitando a realizagdo da fermentacio em forma simultinea ao processo
hidrolitico, ou a diluicdo dos hidrolisados para aumentar sua fermentabilidade. Sob esta
concepgdo, atualmente abandonada, o aproveitamento da totalidade dos agucares,
incluidas pentoses, exige o desenvolvimento de microrganismos geneticamente
modificados (FAIRBANKS, 2003)

Posteriormente, tem se concebido uma hidrélise enzimatica do material
lignoceluldsico nas condi¢gdes Stimas de pH e temperatura das celulases. A dificuldade
deste processo reside no acimulo da glicose e polissacarideos, provenientes da propria
hidrélise do material, que atuam como inibidores enzimaticos das enzimas envolvidas,
decorrendo de uma hidrélise incompleta da celulose. Uma vez terminada esta etapa, o
residuo sélido é separado e o sobrenadante empregado como base para o meio de

fermentacao (WINGREN et al. 2003; McMILLAN, 2004).

Material
lignocelulésico

Diluente
- === _———— "
| Hidrdlise | Fermentacgdo Recuperacdo
| Total | CeC de Etanol
| Fré-tratamento

Figura 2.14: Diagrama de Blocos do Processo com Hidrdlise Acida Total

(WINGREN et al. 2003)
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Adicionalmente, tem-se sugerido a utilizacdo de 4cido diluido na hidrdlise para a
separacgdo seletiva da fracdo hemiceluldsica, sendo a celulose hidrolisada via enzimatica
em uma outra etapa, independente do processo de fermentagdo em um sistema

denominado “SHF” (separated hydrolyses and Fermentation) (Figura 2.15).

Fermenta(;ao J\

Material Hidrélise de
lignocelulésico hemicelulose

Recuperagao
de Etanol

Hidrdlise de
celulose

| | Fermenta(;ao

Pré-tratamentos

Figura 2.15: Diagrama de Blocos do Processo SHF com Hidrélise Seletiva de

Hemicelulose. (WINGREN et al 2003)

2.5.1 Sacarificaciao e Fermentaciao Simultaneas (SSF)

Neste caso, a sacarificacdo e fermenta¢do da fracdo celuldsica ocorrem numa
unica etapa, sendo realizada enzimaticamente a hidrélise da macromolécula,
possibilitando o sinergismo com o microrganismo fermentador.

Em etapas separadas sdo realizadas o fracionamento e hidrélise da hemicelulose,
assim como a fermentacdo dos agucares gerados neste processo. As enzimas
empregadas no processo, o complexo celuldsico, sdo também produzidas separadamente
(WINGREN et al. 2003; SIVERS & ZACHHI 1996). Na Figura 2.16 representa-se em

diagrama de blocos as principais etapas para este processo.
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Figura 2.16: Diagrama de Blocos do Processo SSF

2.5.2 Sacarificacao com Co-fermentacao Simultanea (SSCF)

Este processo envolve 3 etapas, das quais a hidrélise da fracdo hemicelulésica e
a produgdo de celulases ocorrem separadamente (Figura 2.17). A hidrélise da celulose e
a fermentagdo, tanto das pentoses quanto das hexoses, acontecem simultaneamente,
num mesmo equipamento, sendo geralmente necessario o auxilio da biologia molecular

para o desenvolvimento de microrganismos capazes de fermentar pentoses e hexoses.

I Hidrdlise de

I
I
I hemicelulose I
I

A 4

| _ Prétratamento | il e "
Material | —— ——— —— ceIquseNe Recuperacdo
lignoceluldsico Fermentagdo de de Etanol
C_r, e Ce
y'y
Produgao de

Enzimas

Figura 2.17: Diagrama de Blocos do Processo SSCF
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2.5.3 Bioprocesso Consolidado (CBP)

2

E o processo de concep¢do mais complexo devido ao envolvimento de, pelo
menos, 3 das etapas num unico equipamento (Figura 2.18). Para este processo sera
necessdrio recorrer as ferramentas modernas, como a engenharia genética, no intuito de
se obter um microrganismo que consiga produzir diversas enzimas que permitam a
clivagem dos complexos hemiceluldsico e celuldsico, e alta habilidade fermentativa,

tanto de pentoses quanto hexoses.

Producdo de

| | Enzimas,
Material Hidrélise de Hidrélise de
lignoceluldsico hemicelulose Celulose e

Fermentagdo
|_ Pré-tratamento de Cs e Cg

______

Figura 2.18: Diagrama de Blocos do Processo CBP-1

Recuperagdo
de Etanol

O segundo diagrama (Figura 2.19) representa o horizonte tecnoldgico para a
producdo de etanol a partir de material lignoceluldsico. Um processo no qual todas as
etapas criticas para a obten¢@o de um produto sdo realizadas em um tnico equipamento,

com um Unico microrganismo. E uma perspectiva a longo prazo, onde a engenharia

genética terd um papel indispensdvel.

Hidrdlise de
Hemicelulose, Producdo
Material de Enzimas, Hidrélisede |___, RegUiiSliso
lignoceluldsico Celulose e Fermentagio de Etanol
deC;e G

Figura 2.19: Diagrama de Blocos do Processo CBP-2

2.6 PRE-TRATAMENTOS PARA MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O pré-tratamento ¢ um processo que tem como objetivo clivar seletivamente as
ligacdes que unem as macroestruturas, separando assim, as fragdes lignoceluldsicas,

adequando a matéria-prima as condi¢des de transformagdo requeridas para uma acdo
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eficiente dos microrganismos ou enzimas a serem empregados. Os processos de pré-
tratamento podem ser classificados como fisicos, fisico-quimicos, quimicos e
biolégicos, conforme o agente que atua na alteragdo estrutural (PALMQVIST &
HAHN-HAGERDAL 2000A, ADSUL et al., 2005).

Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo utilizados para aumentar a
suscetibilidade do material lignocelulésico ao ataque enzimético. Caracterizam-se pelo
tratamento do material em elevadas pressdes e temperaturas, € o posterior resfriamento

rdpido. Entre os pré-tratamentos deste tipo destacam-se:

v" Explosdao a vapor ou auto-hidrolise: Neste processo o material é tratado em
contato com vapor de dgua saturado, permitindo a solubilizacdo de alguns
mondmeros e variados polissacarideos da fragdo hemiceluldsica, a transformacao de
uma parte da lignina e o aumento da susceptibilidade da celulose a posterior

hidrélise.

v Explosdao por amdnia: Neste caso o material é impregnado ou embebido numa
solu¢do de amodnia durante o processo, tendo como principio a alta solubilidade de
hemiceluloses em ambientes alcalinos. No entanto, hd que se destacar que
igualmente as hemiceluloses a lignina também tem a sua solubilidade aumentada em

meio basico.

v Explosao por CO,: O processo é realizado na presenca de CO,, que se transforma

no correspondente 4dcido e incrementa o processo hidrolitico.

No caso dos pré-tratamentos quimicos, as caracteristicas de cada processo sdo

variadas. Alguns desses processos sdo descritos a seguir:

v Hidrélise acida: Neste processo sdo utilizados dcidos como catalisadores do
rompimento das ligacOes entre as fracdes e suas prOprias ligacdes internas, em
condi¢des que variam desde as mais drésticas, para hidrélise de celulose, até

moderadas para a solubilizacdo seletiva da fracdo hemiceluldsica.
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v" Ozondlise: O ozodnio é utilizado neste processo para retirar a lignina do material

lignoceluldsico deixando-o mais acessivel ao ataque enzimatico.

v Hidrdélise alcalina: A presenga de dlcalis durante o processo de hidrélise permite a
saponificagdo de ligagdes éster, ocorrentes entre xilanas e entre xilana e lignina,
permitindo a extragdo de uma parte destas fracdes, ao mesmo tempo em que €

reduzida a cristalinidade das fibras.

v' Deslignificaciio oxidativa: Enzimas peroxidases sdo utilizadas para biodegradar a
lignina em presenga de H>O,, aumentando a susceptibilidade das fibras a posteriores

processos de hidrdlises.

v Processo organosolv: Uma mistura de dcido e solvente organico, geralmente etanol,
¢ utilizada neste processo para o rompimento das ligacdes internas da lignina e a

hemicelulose.

Devido ao baixo rendimento na monomerizacdo de hemicelulose quando
utilizada a explosdo a vapor, usada industrialmente para aumentar a digestibilidade de
materiais lignocelul6sicos, a hidrélise dcida da fragdo hemiceluldsica apresenta-se como
0 processo mais promissor para o aproveitamento biotecnoldgico desta fracdo, sendo
possiveis eficiéncias de hidrélise superiores aos 95% (FOGEL, 2004). E por essa razio
que a hidrélise 4dcida da hemicelulose, também denominada de pré-tratamento acido, foi
escolhida para o desenvolvimento do presente trabalho, sera descrita com maior detalhe

na seqiiéncia.

2.6.1 Pré-tratamento Acido

7z

Esta técnica é especialmente util na separacdo e solubilizacdo da fracdo
hemicelulésica. Quando realizada com 4cidos diluidos, permite igualmente, aumentar a
susceptibilidade da celulose a futuros processos de hidrélise sem afetar, notavelmente,
sua estrutura base. Essa caracteristica do processo permite a obten¢do de hidrolisados

com alto contetdo de xilose em relacdo a outros glicideos.
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Durante a hidrdlise acida, os catalisadores liberam prétons que clivam as
ligacdes heterociclicas de éter entre os mondmeros das cadeias poliméricas da
hemicelulose e, no caso de 4cidos concentrados, da celulose. Com a clivagem dos
polimeros s@o liberadas diversas substincias, sendo majoritiria a parecenca de xilose,
glicose e arabinose. Entre os dcidos utilizados para este tipo de pré-tratamento,
encontram-se: H,SO,4, HCI, HF, CH;COOH e HNOs; (AGUILAR et al., 2002; SUN &
CHENG, 2002; CUZENS & MILLER, 1997; RODRIGUEZ-CHONG et al., 2004).

2.6.2 Inibidores do Processo de Fermentaciao

Como uma desvantagem do processo de hidrdlise dcida, cabe destacar a
formacdo de inibidores do crescimento celular e da fermentagdo de xilose. Por exemplo,
a presenca de hexoses como manose, galactose e glicose, e/ou de pentoses, pode
promover uma diminui¢do na utiliza¢do da xilose, por preferéncia metabdlica por esses
glicideos, ou a inibicdo das enzimas responsdveis do metabolismo desta pentose.
Contudo, o consumo de xilose € restabelecido quando esgotados esses glicideos
fermentaveis (DU PREEZ, et al. 1985).

Outros tipos de inibidores podem limitar, e até impedir, o consumo da fonte de
carbono e/ou reduzir a cinética de crescimento, prejudicando o desempenho da
fermentacdo. A inibicdo pode também ser resultado da sinergia entre as varias
substancias presentes no hidrolisado. Entre os inibidores mais comuns tem-se:

Acido acético: este dcido é gerado a partir dos grupos acetil presentes na
estrutura hemicelulésica. Tem-se reportado concentracdes de até 16,7 g/l em
hidrolisado de bagag¢o de cana, dependendo das condi¢cdes nas quais € realizada a
hidrélise acida (PARAJ(), 1998b). O 4cido, na forma ndo dissociada, pode se difundir
ao citoplasma da célula e reduzir o pH intracelular, gerando problemas para a producdo
de energia e o transporte de diversos nutrientes, aumentando o requerimento energético
da célula. A assimilacdo do 4cido pelas leveduras depende, principalmente, de sua
concentracdo e do pH, fatores chave na dissociacdo do écido, assim como do nivel de
aeracdo do meio. Mecanismos semelhantes de inibicdo t€m sido reportados para o
acetaldeido.

Furfural: ¢ um aldeido com natureza aromadtica formado pela hidrdlise de

materiais lignocelulésicos que contém pentoses, como o bagaco de cana (GUTIERREZ

30



et al., 2002). Este tipo de substancia reduz o crescimento celular, a formacdo de ATP e a
produgio de etanol (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000). Segundo o tipo de
microrganismo, pode causar a morte da célula ao interferir com a respiragio e a
fosforilacdo oxidativa. Em sua forma reduzida, alcool furfurilico, também gera efeitos
inibitérios de menor intensidade (PARAJO, 1998B).

Hidroxi-metil-furfural (HMF): com um mecanismo de acdo similar ao descrito
para o furfural, o HMF ¢ assimilado em taxas menores tendo o efeito de aumentar a fase
lag de crescimento das células. Esta substancia é gerada da degradag¢do de hexoses
durante o processo da hidrélise (PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Diferentes processos t€ém sido propostos para diminuir a concentragdo de
inibidores em hidrolisados hemicelulésicos. Entre os mais conhecidos encontram-se:
mudancas de pH com CaO, Ca(OH),, H,SO,, utilizacdo de carvao ativo, colunas de
troca idnica, precipitagdo, extracdo com solventes organicos, evaporagdo, peneiras
moleculares, polieletrdlitos e até enzimas (OLSSON & HAHN-HAGERDAL, 1996;
POUTANEN et al., 1990; HAHN HAGERDAL et al., 1991 e 1998).

Outra estratégia utilizada para minimizar o efeito inibitério refere-se a
aclimatacdo do microrganismo ao meio, utilizando uma metodologia de cultivos
sucessivos em meios que contenham gradativamente maiores concentracdes de
substancias inibidoras (BETANCUR, 2005). Essa metodologia tem permitido aumentos
na concentracio de etanol, produtividade e rendimento, em fermentacdes de residuos de
madeira pela levedura Pichia stipitis (NIGAM, 2001). A aclimatagdo apresenta-se entio
como uma metodologia que permite prescindir de etapas de desintoxificacdo que
representem custos elevados no processo global de producdo de etanol a partir de

hidrolisados.

2.7 APROVEITAMENTO DE CELULOSE

Para o aproveitamento da fracdo celuldsica € necessaria a clivagem da ligacdo
B(1,4)-glicosidica da molécula de celulose. Com isto, podem ser produzidas moléculas,
com grau de polimerizacdo menor, afetando as propriedades fisico-quimicas do meio,
pois ao comecar a hidrolise enzimadtica, a celulose é segmentada em celudextrinas de
maximo 6 unidades de glicose, estes polissacarideos ao se solubilizar fazem com que a

densidade e a viscosidade da fase liquida varie, influenciando os fendmenos de
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transferéncia de massa. Entre os diferentes tipos de hidrélise distinguem-se a quimica e

a enzimatica.

Na quimica podem ser utilizados meios dcidos ou dlcalis, tendo a hidrélise 4dcida
como a mais comum. Em meio 4cido a degradacdo é dependente do pH, sendo
necessdrias condi¢des severas para uma hidrolise total, seja de alta concentragdo de
dcido com temperatura e pressao moderadas ou concentracdo moderada de dcido com
altas temperatura e pressdo. Porém, os processos de hidrélise 4dcida da celulose geram
compostos derivados da glicose (hidroximtilfurfural), que sdo inibidores
microbioldgicos, impossibilitando as etapas de bioconversio e fermentacdo
microbioldgicas desejadas em processos posteriores, como mencionado anteriormente

(BADGER, 2002; D"’ALMEIDA, 1988).

A hidrélise enzimdtica de celulose s6 € possivel pela agdo de um conjunto de
enzimas denominadas celulases que clivam as ligacdes B(1,4) da celulose e podem ser
produzida por uma ampla gama de fungos. As celulases sdo enzimas que atuam
sinergicamente como um sistema multicomponente na degrada¢do do homopolimero,
sob condi¢des brandas de pressdo, temperatura e pH, e com uma especificidade que
elimina a possibilidade de formagdo dos tdéxicos que dificultam os processos

subseqiientes (LYND et al., 2005, LYND et al., 2002; BHAT & BHAT, 1997).

z

O consércio enzimdtico utilizado na hidrdlise da celulose é denominado
complexo celuldsico, e as enzimas constituintes podem ser classificadas como
Endoglucanases, Exoglucanases e B-glucosidases, segundo suas caracteristicas de

atuac@o no substrato celuldsico, (LYND et al., 2002; HENRISSAT, 1991).

As endoglucanases (nome sistematico, segundo a [UBMB - International Union
of Biochemistry and Molecular Biology - 1,4-8-D-glucana-4-glucanoidrolases) também
podem ser referenciadas na literatura como endo-1,4-B-D-glucanases, -1,4-glucanases,
3-1,4-endoglucana hidrolases, alcali celulases e celodextrinases. Tais enzimas clivam
randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando
como produtos, oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo e,
conseqiientemente, novos terminais, sendo um redutor e outro nao redutor (LYND et al.,

2002). As endoglucanases sdo as enzimas responsdveis pela rdpida solubilizacdo do
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polimero celuldsico (reducdo do grau de polimerizagdo), devido a sua fragmentagdo em

oligossacarideos (KLEMAN-LEYER et al., 1996).

O grupo das exoglucanases é constituido pelas celobiohidrolases (CBHs) e pelas
glucanohidrolases (GHs). As GHs (nome sistemdtico 1,4-B-D-glucana-
glucanohidrolases) também podem ser denominadas exo-1,4-B-glucosidases,
exocelulases, exo-B-1,4-glucosidases, exo-B-1,4-glucanases, B-1,4-B-glucanases e exo-
1,4-B-glucanase. Estas enzimas, embora pouco reportadas, possuem caracteristica de
hidrolisar as fibras liberando glicose diretamente dos terminais do polimero (LYND et
al., 2002). As CBHs (nome sistemdtico 1,4-B-D-glucana-celobiohidrolases) sdo
também conhecidas como exo-celobiohidrolases, -1,4-glucana celobiohidrolases, §3-
1,4-glucana celobiosilhidrolases, 1,4-B-glucana celobiosidases, exoglucanases,
avicelases, C1 celulases, exo-B-1,4-glucana celobiohidrolases e celobiosidases. Estas
enzimas participam da hidrélise primdria da fibra, sendo responsdveis pela
amorfogénese, que é um fendmeno ainda nio elucidado completamente. Porém, sabe-se
que envolve uma ruptura fisica do substrato, ocasionando uma desestratificagdo das
fibras pelo aumento das regides intersticiais. A amorfogénese promove aumentos na
taxa de hidrélise da celulose, por tornar as regides cristalinas mais expostas ao processo
de hidrélise enziméatica (ZHANG & LYND, 2004; LYND et al., 2002). Essas enzimas
geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrdlise (celobiose) (AWAFO, 1997;
LAUREANO-PEREZ et al., 2005).

As enzimas B-glucosidases englobam as enzimas B-glucosiddsicas, ou B-
glucosideo glucohidrolases (nome sistemdtico). Outras denominacdes podem ser
gentiobiase, celobiase, emulsina, elaterase, aril-B-glucosidase, B-D-glucosidase, B-
glicosideo glucohidrolase, arbutinase, amigdalinase, p-nitrofenil B-glucosidase,
primeverosidase, amigdalase, limarase e salicilinase (LYND et al., 2005; LAUREANO-
PEREZ et al., 2005). As B-glucosidases t€m a capacidade de hidrolisar celobiose e
oligossacarideos soluveis (GP<7) a glicose. Assim como as celobioidrolases, estas
também sdo reportadas por sofrerem inibicdo por seu produto de hidrdlise (AWAFO,

1997), com algumas excecdes (RIOU et al., 1998).
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2.8 FERMENTACAO DE HIDROLISADOS HEMICELULOSICOS

A conversdo estequiométrica de xilose em etanol, esbocada na Figura 2.20,
indica que para cada 3 moles de xilose podem se produzir como maximo tedrico 5
moles de etanol, acompanhado do desprendimento do mesmo nimero de moles de COs.
Em outras palavras, o rendimento maximo tedrico do processo € de 0,51 g de etanol por
cada 1,00 g de xilose. Na realidade, este rendimento ndo pode ser alcancado porque
parte do substrato é desviado para o crescimento e manuten¢do da célula e para

formacao de outros subprodutos intrinsecos ao metabolismo.

3 C5H1005 = 5 CZH5OH + 5 COz
19 0,51g 0,489¢

Figura 2.20: Reacdo Global de Conversao de D-xilose a Etanol

A D-xilose pode ser utilizada como substrato potencial por diferentes tipos de
microrganismos, tais como, bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As bactérias
degradadoras de D-xilose possuem a enzima Xilose-isomerase capaz de converter essa
pentose em D-xilulose, que é posteriormente fosforilada pela enzima xiluloquinase em
D-xilulose-5-fosfato, um intermedidrio comum no metabolismo de células eucaridticas e
procaridticas.

No caso de leveduras, a primeira reacdo do metabolismo da D-xilose (Figura
2.21) é a reducdo da D-xilose em xilitol, catalisada pela enzima xilose reductase (XR)
dependente de coenzimas NADPH ou NADH, segundo a linhagem. O xilitol pode ser,
posteriormente, oxidado a D-xilulose pela a¢do da enzima xilitol desidrogenase (XDH)
que requer a coenzima NAD+. Subseqiientemente, a fosforilagdo até D-xilulose-5-
fosfato € catalisada pela enzima xilulose quinase com o consumo de ATP.

Através da via Embdem-Meyerhof-Parnas, o gliceraldeido-3-fosfato e a frutose-
6-fosfato sdo convertidos em piruvato, com geragdo de NADPH necessédrio em outras
etapas metabdlicas. Em condicdes anaerdbias, ou de baixa oxigenagdo, o piruvato €
convertido em etanol através da catdlise com duas enzimas (piruvato decarboxilase e

alcool desidrogenase) e a reoxidacdo de NADH. Em condicdes de aerobiose o piruvato
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€ oxidado através do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (Krebs) na cadeia respiratdria
(fosforilagdo oxidativa) (BRITO, 2000; BRUINENBERG et al., 1984).

NAD[P]H M
5 Xilose redutase
NAD[P]* \V4

Xilitol
NAD* M

E Xilitol desidroaenase
NADH \V4

D-xilulose

ATP M

S Xilulose quinase
ADP \V4

D-xilulose-5P

\4

Via das Pentoses-Fosfato.

|
Reacdo ndo oxidativas conversiao de Ciclo oxidativo
pentoses fosfato em trioses e hexoses (Regeneracio de
fosfato NADPH)
Gliceraldeido-3P Frutose-6P
Via Embden—Meyerh@
l Aerobiose . £ :
Piruvato —> Ciclo dos Acidos

Tricarboxilicos

NADH
? Anaerobiose
NAD*

Etanol + CO,

Cadeia de transporte de Elétrons
(regeneracdo de NAD* e ATP)

Figura 2.21: Metabolismo de D-xilose em Leveduras
Fonte: Adaptado de PARAJO (1998")

35



Sob condi¢des de anaerobiose estrita ou de limitagdo de oxigé€nio, algumas
leveduras degradadoras de D-Xilose, com XR dependente tanto de NADH como de
NADPH, podem regenerar o NAD™ consumido na segunda reagiio do metabolismo. Esta
dupla especificidade permite balancear o potencial redox em NAD*/NADH da XDH
alterado pelo bloqueio da cadeia respiratdria devida a auséncia de oxigénio. Nestes
casos, como exemplo a levedura Pichia stipitis, tem-se maior producdo de etanol com
um acimulo de xilitol desprezivel (MUSSATO & ROBERTO, 2002). A dupla
especificidade da levedura Pichia stipitis também foi observada por SA (1993);
ANTUNES (1997) e LEAL (1998).

Apresentam-se entdo as enzimas XR e XDH como catalisadores chave no
metabolismo de xilose, sendo altamente dependentes de co-enzimas cuja regeneracio
estd ligada ao processo respiratério celular. Desta forma, ¢ importante determinar um
nivel de oxigénio que permita altas taxas de producdo de etanol, concomitante, com

baixo crescimento celular, sem prejuizo da viabilidade e capacidade produtora da célula.

2.9 FERMENTACAO DO HIDROLISADO CELULOSICO

A glicolise (Figura 2.22) € uma via central e quase universal do catabolismo da
glicose. E a via através do qual, na maioria das células, ocorre o maior fluxo de carbono.
Em certos tecidos e tipos celulares de mamiferos, a glicose, a partir da glicélise, € a
principal ou mesmo a unica fonte de energia metabdlica. Muitos microrganismos
anaerdbicos sdo inteiramente dependentes desta via.

Na glicdlise, uma molécula de glicose é degradada em uma série de reacdes
catalisadas por enzimas para produzir duas moléculas de piruvato. Alids, todas as
enzimas da glicélise de muitos organismos ji foram cuidadosamente purificadas,
estudadas e tiveram suas estruturas tridimensionais determinadas a partir de estudos
cristalograficos com raios-X. Durante as reag¢des seqiienciais, parte da energia livre da
glicose é conservada na forma de ATP. O processo da glicdlise difere de uma espécie
para outra apenas em detalhes de sua regulacdo e no destino subsequente do piruvato
formado. Os principios termodinidmicos e os tipos de mecanismos reguladores

glicoliticos sdo encontrados em todas as vias do metabolismo celular.

36



Glicose-6-fosfato Frutose-6-fosfato

ATP
2 @ ADP
A\ 4

Frutose-1,6-difosfato

3
Dihidroxicetona Fosfato »| Gliceraldeido-3-fosfato
4
NADH NAD*
12 NAD+ 5
v v NADH
Glicerol-3-fosfato 1,3-Fosfoglicerato
ADP
s €. s
A 4 v ATP
Glicerol 3-Fosfoglicerato
7
4
2-Fosfoglicerato
ATP ADP
8
N\ .
Piruvato < Fosfoenolpiruvato
9
10 @ Co,
\ 4
Acetaldeido
11 @ NAD+
NADH
v
Etanol

1-Fosfoglucose Isomerase; 2-Fosfofrutoquinase; 3-Aldolase; 4-Triose Fosfato Isomerase; 5-
Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase; 6-Fosfoglicerato Quinase; 7-Fosfoglicerase Mutase; 8-
Enolase; 9-Quinase Pirdvica; 10-Piruvato Descarboxilase; 11-Desidrogenase Alcodlica; 12-Glicerol-

3-fosfato Desidrogenase; 13-0l-glicerofosfatase.

Figura 2.22. Via glicolitica, Biossintese de glicerol e conversdo do piruvato a etanol.
Fonte: Barre et al., (2000).
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A glicose é uma molécula com seis atomos de carbono e sua divisdo em duas
moléculas de piruvato, cada uma com trés atomos de carbono, ocorre em uma seqiiéncia
de 10 etapas durante o metabolismo celular. Nessas reacdes, a glicose € inicialmente
fosforilada no grupo hidroxila do C-6 (carbono 6). A D-glicose-6-fosfato assim formada
€ convertida em frutose-6-fosfato, a qual é novamente fosforilada, desta vez em C-1,
para produzir D-frutose-1,6-difosfato (Como todos os derivados dos aglicares que
ocorrem na via glicolitica sdo isdbmeros D, omitiu-se a designacdo D, exceto quando
precisa-se enfatizar a estereoquimica). O ATP é a molécula que proporciona o fosfato
nas duas fosforilagdes. A seguir, a frutose-1,6-difosfato é quebrada para produzir duas
moléculas com trés carbonos cada, a diidroxiacetona-fostato e o gliceraldeido-3-fosfato.
Este é o passo em que ocorre a quebra ("lisys") que dd nome ao processo. A
diidroxiacetona-fosfato é isomerizada em uma segunda molécula de gliceraldeido-3-
fosfato e com isso termina a primeira fase da glicélise. Note que duas moléculas de ATP
precisam ser inseridas para ativar, ou iniciar, a molécula de glicose para a sua quebra
em duas partes com trés carbonos.

O ganho energético provém subseqiiente a fase da glic6lise. Cada molécula de
gliceraldeido-3-fosfato é oxidada e fosforilada por fosfato inorgénico (ndo pelo ATP)
para formar 1,3-difosfoglicerato. A liberagdo de energia ocorre quando as duas
moléculas de 1,3-difosfoglicerato sdo convertidas em duas moléculas de piruvato. A
maior parte dessa energia € conservada pela fosforilacdo acoplada de quatro moléculas
de ADP para ATP. Em resumo, sdo obtidas duas moléculas de ATP por molécula de
glicose empregada, uma vez que foram inserido 2 ATP na fase inicial da glicose.
Alguns microorganismos em anaerobiose produzem etanol através da fermentacdo

alcodlica utilizando o piruvato formado na via glicolitica.

2.10 BIOCOMBUSTIVEIS NO CONTEXTO DA BIORREFINARIA

A importancia do setor agroindustrial e florestal junto a instabilidade dos pregos
do petréleo fazem que a biomassa se projete como um recurso produtivo. Neste sentido
as biorrefinarias constituem uma nova oportunidade para o setor das biomassas e

poderiam fomentar novas fontes de negocios e produtos (PEREIRA Jr., 2006).
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Especialistas acreditam que as biorrefinarias possam vir a se constituir em uma
industria-chave do século XXI, responsdvel até mesmo por uma nova revolucio
industrial, em virtude da importancia das tecnologias que empregam e dos efeitos sobre

o paradigma industrial (COPYRIGHT POWER, 2007).

Uma biorrefinaria € um complexo industrial, no qual se integram processos de
conversdo de residuos florestais ou agricolas, para a produ¢do de combustiveis, energia,
produtos quimicos e materiais de interesse no mercado industrial. O conceito € andlogo
ao das atuais refinarias de petréleo, as quais a partir do petréleo cru conseguem elaborar
uma variedade de produtos quimicos. (BERG, 2006) afirma que no futuro vdo se
estabelecer novos empregos para a biomassa agroindustrial, tais como combustiveis
padronizados, sejam estes sOlidos, liquidos ou gasosos; e serdo produzidos novos
materiais, com novas propriedades e uma excelente competitividade no mercado. Esta é
a razdo pela qual se acredita firmemente no potencial da biomassa como matéria-prima

cada vez mais importante.

A rota das biorrefinarias estd associada ao desenvolvimento da tecnologia de
materiais lignocelulésicos, uma técnica em desenvolvimento no mundo, especialmente
nos paises mais desenvolvidos, com o objetivo de produzir etanol de residuos e
produtos agroindustriais, como o bagaco e a palha de cana, bagaco de dend€, o sabugo
de milho, alguns tipos de capim e outras matérias-primas vegetais. Segundo o trabalho
do Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social (BNDES), esses
compostos organicos, hoje praticamente sem valor comercial, correspondem a cerca de

50% da biomassa terrestre.

Os esforcos para aumentar a competitividade dos combustiveis de base bioldgica
estdo fazendo surgir nos EUA um novo modelo de planta de refino, as biorrefinarias.
Com operagdo semelhante a das refinarias tradicionais de petréleo, com a diferenca que
sua matriz energética é a biomassa e ndo o petréleo, as biorrefinarias processam
diferentes tipos de biomassa e geram uma ampla gama de combustiveis e produtos de

base biologica (PEREIRA Jr., 2006; TIDEI, 2002).

Relatério recentemente elaborado pelo Conselho Nacional de Pesquisa do
governo norte-americano considera as biorrefinarias fundamentais para tornar os

combustiveis e demais produtos de base bioldgica mais competitivos em relagdo a seus
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equivalentes de base féssil. Tanto que esses empreendimentos deverdo receber
subvencdo governamental da ordem de US$ 15 milhdes por ano, durante cinco anos,

para a comercializag@o de tecnologias de biorrefino (PEREIRA Jr., 2006, TIDEI, 2002).

Enquanto que as refinarias de petrdleo sao substituidas, a sociedade e o ambiente
irdo se beneficiando pelo cambio de matéria-prima proveniente de hidrocarbonetos a
carboidratos renovdveis como fonte de energia, novos materiais € producdo de
quimicos. As tecnologias de etanol baseadas em biomassa estdo desenvolvendo-se
rapidamente, embora alguns obstidculos tenham sido identificados e necessitem ser
superados para conseguir uma comercializacio ampla e generalizada. As pesquisas
atuais estdo sendo incentivadas pela necessidade de reduzir o custo do etanol a partir de
biomassa. O método mais empregado é o pré-tratamento termoquimico do material
lignocelulésico, seguido pela hidrélise enzimatica do material a actcares fermentaveis,
que logo podem ser convertidos em etanol. As pesquisas sobre pré-tratamentos se
concentram na elaboragdo de processos que possam ajudar na redugdo do tempo de
bioconversdo, na diminui¢do do emprego de carga enzimdtica € no aumento dos

rendimentos de etanol (KNAUF & MONIRUZZAMAN, 2004).

Os esforgos das pesquisas em preparados enzimaticos estdo concentrados no
desenvolvimento de uma mescla sinérgica de enzimas que seja economicamente viavel

e altamente termoestaveis, que satisfaro as necessidades dos usudrios finais.

As pesquisas integradas e o enfoque sobre o desenvolvimento de tecnologias
para a producdo de biodiesel e etanol dentro do conceito de biorrefinaria tém dado
resultado, e as plantas comerciais para a produg@o de etanol a partir de biomassas estdo
por se converter em realidade (KNAUF & MONIRUZZAMAN, 2004). O Brasil, com
uma trajetoria de trinta anos na producdo de etanol como combustivel, possui iniciativas
nacionais que contemplam o desenvolvimento de novas tecnologias de produgdo de
etanol com base em biomassa; estes residuos lignocelulésicos provirem da produgdo do
etanol o da producdo de agticar de cana-de-actcar ou do bagaco de dendé. A instalacdo
de biorrefinarias, dentro de um enfoque e de uma estratégia propria, decorrente da
especificidade do bagaco de cana-de-agtcar ou dendé em termos de custo e balanco
energético positivo, é outra das iniciativas nacionais para o desenvolvimento de

tecnologias para a producdo de etanol a partir de biomassas, integrando assim processo
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de producdo de etanol com processos de producdo de biodiesel conforme notamos na

Figura 2.23.
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2.11 A IMPORTANCIA DA ROTA ETILICA

O biodiesel, utilizado em varios paises da Europa e nos Estados Unidos, sdo
ésteres produzidos pela rota metilica. O metanol, também chamado de alcool metilico é
um dlcool geralmente obtido de fontes fdésseis nao-renovdveis. Ele é normalmente
encontrado como subproduto da inddstria do petréleo. Entretanto, o metanol, em
quantidades menores, pode ser obtido por destilagdo seca da madeira e gis de sintese.
(LIMA, 2004).

Sabe-se que a tecnologia de producdo de biodiesel pela rota metilica é
totalmente dominada, o que ndo se pode dizer a respeito da rota etilica que ainda possui
seus entraves.

Contudo, o etanol tem propriedades combustiveis e energéticas similares ao
metanol. Além disso, o etanol apresenta a vantagem de ndo ser toxico e de ser
biodegradavel ao contrario do metanol que, por sua vez, tem uma toxicidade elevada,
trazendo maleficios a satide, podendo causar, inclusive, cegueira e cancer. O metanol
também apresenta maiores riscos de incéndio e produz chama invisivel, fatos, que o
tornam proibitivo para uso em pequenas escalas de producdo (RAMOS, 2009).

O etanol € de origem renovavel, com producdo nacional baseada em uma agro-
indudstria consolidada e muito bem distribuida, cujas propriedades sdo bem mais
compativeis com a produgdo de biodiesel em pequena ou média escala desde que haja
solugdo tecnoldgica para os problemas inerentes a sua utilizagdo. Além disto, a opcdo
pelos ésteres etilicos resulta em biodiesel de melhores propriedades, amplia suas
eventuais aplicacdes de mercado e oferece uma série de beneficios sdcio-ambientais que
podem atuar como elementos indutores em um mercado cada vez mais dvido por
solu¢gdes ambientalmente corretas em toda a cadeia de producao (RAMOS, 2009).

Contudo, ainda hd uma série de questionamentos com relagdo a producdo de
biodiesel pela rota etilica e hd uma série de trabalhos em desenvolvimento.

Existe tecnologia de producdo de biodiesel a partir de etanol como descrita por
uma patente (PI 0403140-7), que pertence hoje a Petrobio Biodiesel e que foi adquirida
da MB do Brasil Biodiesel, empresas de Piracicaba e Ribeirdo Preto respectivamente,
todas no interior de S3o Paulo. A patente foi criada completamente por quimicos
brasileiros e hoje € um processo que tem condigdes de fabricar biodiesel com etanol, de

maneira econdmica, pratica e com boa qualidade e disponivel nas linhas industriais
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"batelada"”, "semicontinuas" e "continuas" cobrindo assim todo o universo de potenciais
produtores do biocombustivel além de aceitar o tradicional metanol, tornando "TOTAL
FLEX" a fabricacdo do biodiesel (aceita qualquer alcool). Assim como a Petrobio, a
empresa Fertibom, em Catanduva — SP também utiliza a rota etilica de producio de
biodiesel.

Convém salientar, que embora o metanol seja a tecnologia que prevaleca como
op¢ao mais imediata, a op¢do pela producdo de biodiesel utilizando o etanol deve ser
considerada como estratégica e de alta prioridade para o pais. Isso pode ser atribuido a
diversas razdes tais como as implicagdes ambientais, econdmicas, politicas, sociais e

produzir um insumo a partir de residuos do préprio processo.

2.12 CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil apresenta um grande potencial para a producao de biodiesel, por possuir
uma grande extensdo territorial (¢ o quinto maior pais do mundo) e grande diversidade
de climas, permitindo o cultivo de uma maior variedade de espécies oleaginosas
produtoras. A capacidade instalada de processamento da industria de 6leos vegetais € de
cerca de 40 milhdes de toneladas de grios, dos quais cerca de 25% (10 milhdes de
toneladas) representam capacidade ociosa. Assim, o uso de parte desta capacidade
ociosa pode contribuir na producdo de biodiesel para, quem sabe, levar a uma
substitui¢do de diesel importado por biodiesel nacional.

Investimentos altissimos tém sido feitos pela indistria do petréleo, buscando
novas reservas, tanto em terra quanto em mar. Estes investimentos poderdo ter custos
tais que tornem economicamente invidvel a extracdo do petréleo encontrado, caso o seu
preco ndo compense o investimento necessdrio. Para o biodiesel, pode-se investir no
cultivo das oleaginosas, de modo a aumentar sua produtividade, sem haver o problema
da viabilidade econdmica anteriormente citado. Anualmente, o Brasil consome cerca de
36 bilhdes de litros de diesel, com importacdo de uma parcela da ordem de 20% (SITE
AMBIENTE BRASIL, 2007). Pelo menos estas importa¢des de diesel, a curto prazo,
podem ser substituidas pelo biodiesel.

Em 2003 e 2004, o Brasil importou 3 bilhdes de litros de diesel. Com a
tendéncia de queda da oferta e aumento do consumo, o preco do petrdleo e de seus

derivados tende a aumentar. Uma estratégia para substituicdo deste diesel de petréleo
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por biodiesel foi proposta por (MONTEIRO Jr., 2005), abordando este tema e suas
possiveis conseqiiéncias. Foram propostos, neste trabalho, a utilizacdo de B30 (mistura
com 30% em volume de biodiesel e 70% de diesel) para geragcdo de energia elétrica na
Amazodnia, o uso de B20 no transporte rodovidrio coletivo urbano e o uso de B35 em
madquinas agricolas. Por ano, estas propostas, se bem implementadas, podem gerar uma
substitui¢do anual de 1,35 bilhdo de litros de diesel por biodiesel: 400 milhdes de litros
na primeira, 500 milhdes de litros na segunda e 450 milhdes de litros na terceira. Esta
substitui¢do pode representar uma grande economia para o pais.

De acordo com (BENDER, 1999), o cenario econdmico do biodiesel é volatil,
devido aos grandes efeitos causados pela matéria-prima utilizada na sua produgio.
Também podem ser aprecidveis os efeitos de custos de capital (montagem da fabrica),
os gastos de energia e o valor agregado dos co-produtos. Estes fatores tornam
extremamente complexo um calculo para a viabilidade econdmica de uma fébrica.

HAAS et al. (2006) propuseram um modelo tendo como matéria-prima 6leos de
soja ndo-refinados. Os autores reportaram um alto impacto do preco dos Oleos,
representando cerca de 88% do custo do produto final. O glicerol produzido apresenta
impacto muito menor sobre o custo final que o do dleo (diminui¢do de 6% no custo),
por ser um co-produto. Entretanto, essa reducdo pode agregar valor ao projeto. Este
modelo desenvolvido pode ser ajustado a variagdes de valor de matérias-primas ou de

produtos, bem como de rotas tecnoldgicas.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para producdo
de biodiesel pela esterificagdo etilica da borra dcida de palma, propondo um processo
integrado no qual o etanol é obtido do bagaco residual de dendé por via biotecnoldgica

segundo os principios do conceito de biorefinaria.

3.2 ESPECIFICOS

v" Auvaliar o melhor catalisador para a esterificagdo alcodlica homogénea da borra

dcida de palma;

v Explorar as condi¢cdes de pré-tratamento dcido para extragdo da fragdo
hemicelulésica do bagago de dendé, visando obtencdo de hidrolisados com alto

conteddo de xilose;

v' Avaliar a fermentabilidade de hidrolisados hemicelulésicos obtidos sob

diferentes condi¢des;

v' Estabelecer condi¢bes preliminares de deslignificacdo para adequagdo da

celulignina a processos de hidrélise enzimadtica;

v Avaliar o potencial da celulignina para a produgdo de etanol mediante

processo SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation);

v Determinar as cargas madssicas para o processo integrado de produgido de

biodiesel por esterificag@o alcodlica a partir dos resultados experimentais.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

Neste Capitulo, serdo descritos os materiais utilizados para o desenvolvimento
da pesquisa, assim como as diferentes metodologias aplicadas nos experimentos
realizados. Foram estabelecidos: as condi¢cdes e metodologia para obtengdo do
hidrolisado, manuten¢@o e manipulagdo do microrganismo utilizado, caracteristicas dos
processos de fermentacdo, assim como a metodologia analitica empregada. O

planejamento experimental com as condi¢des reacionais utilizadas.

4.1 PROCEDENCIA DA BORRA ACIDA

O processo global de extragdo do dleo das sementes de dendé usando como
matéria-prima os cachos de frutos frescos (FFB), do dleo de palma € ilustrado na Figura.
4.1. FFB sio cozidos em uma autoclave de contato direto usando vapor saturado. Este
operacdo favorece a remoc¢do dos frutos de cachos e prepara a polpa para uma maior
extragdo de 6leo. A remocdo dos frutos é geralmente efetuada em tambor rotativo
threshers automaticamente. Os frutos passam por uma digestdao em tanques cilindrico
verticais com agitagdo a 100° C. Nesta etapa, o mashing de frutos ocorre levando a
separacdo da polpa das nozes (OBSERVATORIO AGROCADENAS COLOMBIA,
2006). Os frutos misturados s@o enviados a uma prensa parafuso onde o 6leo bruto é
separado da torta. O dleo € passado através de peneiras vibratérias para remover os
s6lidos finos. Em seguida, o 6leo € purificado em decantadores onde é adicionada dgua
quente a 90° C para acelerar o processo. Nesta etapa, uma torta decantada é obtida. O

lodo do decantador é centrifugado para recuperar dleo e envid-lo para a etapa de

tratamento de efluente. O 6leo purificado contém cerca de 1% de dgua. Por esta razdo, é
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desidratado em um secador a vicuo e enviado para os tanques de armazenamento de
6leo. A torta prensada é direcionada a um ciclone onde a separacdo das améndoas e da
fibra prensada de palma (PPF) ocorre. As améndoas sdo quebradas para separar a
améndoa da casca da améndoa da palma (PKS). As améndoas passam por um processo
de moagem para extrair o 6leo da améndoa da palma (PKO) obtendo também a torta da

améndoa da palma (PKC).

FFB

Condensate

| = PKS
| PKC
Kernels PKO
Milling
i i Vacuum |
Fine solids e
Sludge |
g B Blodiesel
—_—
- Dehydrated oil praduction
Y " Sludge "d} y |
i Y
Centrifuge |- E——
Effluent -
Treated treatment Decanter cake e B

effluent

Figura 4.1: Esquema de Extracio de Oleo de Palma. FFB: Cachos de Frutas Frescas, EFB:
Cachos das Frutas Vazio, PPF: Fibra Prensada de Palma, PKS: Casca da Améndoa da Palma,
PKC: Torta da Améndoa da Palma, PKO: Oleo da Améndoa de Dendé (GUTIERREZ, etal.,

2009).

4.2 PRODUCAO DE BIODIESEL
4.2.1 Esterificacdo Homogénea

Para a producdo do biodiesel em questdo foi utilizado como matéria-prima o

dcido graxo de palma, cedido pela empresa AGROPALMA S.A. e conhecido também
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como borra 4cida. O 4cido graxo de palma € um sub-produto do processo de refino do
6leo de palma. Na realidade, trata-se de uma mistura de acidos orgénicos, com uma
composicdo aproximada de dcido palmitico: 46,4%; acido oléico: 41,2%; Aacido
linoleico: 11,1%, acido laurico: 1,2% e acido miristico: 0,1%.

A reagdo escolhida foi a esterificacdo, ou seja, a reagdo dos 4cidos graxos com
dlcool, neste caso, etanol e metanol. A reacdo de esterificacdo difere da
transesterificagdo por partir de dcidos graxos livres, ao invés de triglicerideos, o que a
torna mais vantajosa devido a possibilidade do uso de residuos (borra 4cida) e a nédo
formacdo de glicerol.

O reator PARR 4842, utilizado nos experimentos, € do tipo autoclave, feito em
aco inox, com volume ttil de 600 ml e pressio maxima de trabalho de 10.000 psi.
Possui tubo para retirada de amostras, bem como sistema de agitacio e manta externa
para aquecimento.

Foi utilizado um excesso de dlcool a fim de deslocar o equilibrio para um
maximo rendimento de éster. A razdo molar metanol, etanol/dcido graxo utilizada foi
igual a 3.

Foram testados diferentes catalisadores homogéneos e seus resultados
comparados com ensaios realizados na auséncia de catalisador. A escolha dos
catalisadores se deu devido as suas grandes disponibilidades e seus baixos custos.
Dentre os catalisadores homogéneos utilizados estdo o acido sulftrico (H,SOy), acido
fosforico (H3PQOy), acido tricloroacético (Cl;C-COOH) e acido metanosulfénico (H;C-
SOsH)

A concentracio dos catalisadores escolhida foi de 0,1% em relacido ao reagente
limitante (4cido graxo). Além disso, foi feito um estudo de variacdo da quantidade de
catalisador (0,1 e 1% em massa, em relacdo ao dcido graxo) para o catalisador acido
metanosulfonico. A agitacdo foi constante e igual a 500 rpm. Foram utilizados, em cada
experimento, 307 g de 4dcido graxo (de peso molecular aproximado 250 g/gmol), 149 ml
de metanol ou 215 mL de etanol e a quantidade de catalisador correspondente a cada
teor acima mencionado.

Para avaliar o efeito da presenca de 4gua no meio reacional, foram feitos ensaios

utilizando-se etanol comercial hidratado (aproximadamente 4% de &4gua), sem
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catalisador e ensaios com o catalisador 4cido homogéneo 4cido metanosulfénico, que
apresentou melhor resultado quando feitas as rea¢des em meio anidro.

A mistura reacional foi introduzida no reator junto com o catalisador (quando
presente). O tempo de reagdo se iniciava quando a temperatura do reator atingia 130°C.

Em periodos determinados (5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60 minutos), foram
retiradas aliquotas para andlise. Também foi feito um branco, equivalente aos reagentes
ndo-reagidos. Foi realizada a andlise de indice de acidez, que indica o teor de dcidos
livres. Com os valores desse indice, era possivel determinar a conversdo da reacao.

O indice de acidez foi obtido por titulagdo da amostra obtida contra uma solugéo
de NaOH (0,25 N). Pesando-se 7,05 gramas de uma amostra, o volume gasto (em mL)

desta solugcdo de NaOH € exatamente igual ao valor do indice de acidez (em %).

43. PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DO RESIDUO
LIGNOCELULOSICO

4.3.1 Pré-tratamento acido para extracio de hemicelulose

O bagaco de dendé, fornecido pela AGROPALMA, inicialmente, foi submetido
a secagem a 60°C, com o intuito de garantir uma estocagem sem perigo de
contaminagdo com fungos. Este processo de secagem € utilizado como uma etapa
pratica no trabalho de laboratério, sem ter que ser obrigatéria para o aproveitamento do
material lignocelulésico em uma escala industrial.

Para pré-tratamento dcido do bagagco de dendé foram estudadas a concentragdo
de 4cido sulftrico, o tempo e a temperatura. Para isto, construiu-se um delineamento
central composto com cinco réplicas do ponto central. Os niveis escolhidos para cada
varidvel s@o apresentados na Tabela 4.1, e a matriz total de experimentos pode ser
observada no Capitulo de resultados (Tabela 5.3) contendo um total de 13 corridas.
Como varidvel de resposta para esta otimizacdo foi escolhida a concentragdo de xilose
no hidrolisado. As condicdes escolhidas foram determinadas a partir de trabalhos
desenvolvidos no Laboratério de Desenvolvimento de Bioprocessos para bagaco de
cana-de-agucar (FOGEL, 2004). O processo foi realizado em um reator PARR 4842
com volume 1til de 300 mL. (Figura 4.2), para os processos com pouca demanda de

hidrolisado, e em reator de 600mL nos caos de maiores volumes de hidrolisado.
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Tabela 4.1: Condi¢des Estudadas para a Hidrélise Acida do Bagaco.

Variavel Limite Inferior ~ Limite Superior
Temperatura (°C) 120 200
Tempo (min.) 6 30
Conc. do acido (%v/v) 0,15 0,75

Figura 4.2: Reator PARR Modelo 4842 Utilizado para a Realizac¢do das Reacdes de Tratamento

Térmico Acido e Reacdes de Esterificacio.

Apés o pré-tratamento, o hidrolisado, licor resultante deste processo, foi
separado utilizando uma prensa hidraulica e seu pH foi corrigido até 6,0 mediante a
adi¢do de Ca(OH),. Apos alcancar o valor de pH mencionado anteriormente, a solucdo
foi filtrada a vécuo, para retirar o precipitado formado, e estocada, apropriadamente,

para ser utilizada como base do meio de fermentacao.
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Adicionalmente, foi realizado pré-tratamento dcido em autoclave nas condicdes:
relacdo solido: liquido (1:4), Concentragcdo de acido sulfiirico (0,75%v/v), Tempo: 40

min, Pressdo: latm (121°C).

4.3.2 Processos de Deslignificacio e Pré-Hidrolise Enzimatica de Celulignina.

A celulignina é o subproduto da hidrélise 4cida aplicada em condi¢des brandas
sobre o bagaco de dendé para a extragdo dos acgucares da fracdo hemiceluldsica
(BETANCUR, 2005). A fracdo solida resultante, celulignina, estd composta
basicamente por celulose e lignina residual do processo de hidrdlise dcida.

Em geral, a maioria dos métodos de deslignificacdo reportados na literatura
propdem tratamentos alcalinos, acompanhados ou nio, de um tratamento térmico
(PAPATHEOFANUS et al., 1995; MENEZES E AGUIAR, 2002; ERIKSSON et al.,
2002; SEWALT et al., 1997). Os pré-tratamentos de deslignificacdo avaliados neste
trabalho estdo especificados na Tabela 4.2. Depois do processo de deslignificacdo, a
celulignina pré-tratada foi lavada até alcancar um pH de 5,5, e finalmente seca a 50°C

por um periodo de 24 horas.

Tabela 4.2: Processos de deslignificagdo aplicados sobre a celulignina

CODIGO PRE - TRATAMENTO
A NaOH 1% p/p - relagao solido:liquido 1:20 (g celulignina:mL de

solugdo élcali) - 30 min — 1 atm.

B NaOH 4% p/p - relagao solido:liquido 1:20 (g celulignina:mL de

solucdo élcali) - 30 min — 1 atm.

4.3.3 Microrganismos

Para todos os experimentos de fermentagdo dos actcares provenientes da fracao
hemicelulésica utilizou-se a linhagem floculante da levedura Pichia stipitis CBS5774,
proveniente do banco de linhagens holandés “Central Bureau voor Schimmelcultures-
CBS”. Esta levedura foi previamente catalogada como o microrganismo mais adequado

para conversdo de D-xilose a etanol (PEREIRA Jr., 1991).
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Todos os experimentos de fermentacdo dos agucares provenientes da fracdo
celuldsica foram realizados utilizando levedura comercial Fleischmann (Saccharomyces

cerevisiae), empregada no processo de panificacao.

4.3.4. Meios Empregados para Ativacao, Propagacao e Fermentacao.

MEIO DE ATIVACAO

O meio utilizado para ativagao das células (primeira etapa de crescimento) foi o
mesmo empregado por (PEREIRA Jr., 1991) e sua composicdo estd apresentada na
Tabela 4.3.

Com intuito de evitar reacdes indesejadas entre a xilose e outros componentes do
meio, foram preparadas e esterelizadas, separadamente, (0,5atm/20 min) uma solucdo
contendo a fonte de carbono e outra com os demais componentes, de modo que a
primeira solugdo representou 30% do volume total. Para cada solug@o o pH foi ajustado

ao redor de 6,0 utilizando solu¢do de NaOH (2M) ou HCI (2M), conforme necessario.

Tabela 4.3: Composi¢@o do meio utilizado para ativacao celular.

Componente Concentragio
D-xilose 20,0 g/L
Uréia 1,25 g/L
KH2P04 1,1 g/L
Extrato de levedura 2,0 g/l
Solucgdo de sais minerais 40,0 mL/L

e acido citrico
(PEREIRA Jr., 1991)

Tabela 4.4: Composi¢do da solucdo de sais minerais e 4cido citrico.

Componente  Concentragdo (g/L) Componente  Concentracao (g/L)

MgS0,4.7H,0 12,5 CuS0,.5H,0 0,025
CaCl,.2H,0 1,25 CoCl,.6H,O 0,025
Acido citrico 12,5 NaMo0,.2H,0O 0,035
FeS0O4.7H,O 0,9 H;BO; 0,050

MnSOg4 0,19 KI 0,009
ZnS04.7H,0O 0,30 Al(SO4)3 0,0125

(PEREIRA Jr., 1991)
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MEIOS PARA PROPAGACAO CELULAR.

O processo de propagacdo celular para obtencdo do indculo foi realizado
utilizando duas etapas, ap6s a ativacdo das células como descritos abaixo:

Na primeira etapa foi utilizado meio que continha a mesma propor¢do de
oligoelementos e nutrientes descritos para o cultivo de ativagdo. Porém, neste caso, a
xilose foi substituida por hidrolisado, esterilizado durante 10 minutos a 0,5 atm, numa
proporcdao de 25% do volume total. Na segunda etapa de aclimatacdo aumentou-se a

porcentagem de hidrolisado para 50% do volume total necessario.

MEIOS PARA FERMENTACAO

Para o preparo do meio sintético utilizado para fermentacao foi adotada a mesma
sistemdtica descrita para o meio de ativacdo, mudando apenas a concentragdo de xilose,
como apresentado na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Composicdo do meio sintético para Fermentacao.

Componente Concentragao
D-xilose 50,0 g/L
Uréia 1,25 g/LL
KH,PO4 1,1 g/L
Extrato de levedura 2,0 g/l
Solugdo de sais minerais 40,0 mL/L

e acido citrico

(BRITO, 2000)

Nas fermentagdes utilizando hidrolisado, foram mantidas as propor¢des de
oligoelementos e fontes de nitrogénio descritas na Tabela 4.5. Nesse sentido,
misturaram-se as fontes de nitrogénio e de fosfato ao volume de solugdo de sais a ser
adicionado, sendo esterilizado por filtragio em membrana com porosidade de 0,22 um.
O hidrolisado foi esterilizado separadamente, como descrito anteriormente (0,5 atm/

10min).

4.3.5 Metodologia de Propagacio Celular
Com o objetivo de investigar o efeito da aclimatag@o celular na fermentagdo de

xilose em etanol, foram utilizadas diferentes estratégias de propagacdo celular para a
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obtencdo do inoculo. Porém, em todos os casos as células foram, inicialmente, ativadas
em meio sintético de acordo com a seguinte metodologia: do repique em meio de
manutengdo foi retirada uma alcada de células, para um frasco conico de 500mL
contendo 200mL de meio de ativagdo que foi entdo incubado a 30°C em agitador
rotatério e 250rpm pelo tempo necessario para as células alcancarem um concentragio
apropriada.

Trés estratégias de propagacdo celular foram avaliadas: em meio sintético em
uma unica etapa, em meio contendo 25% de hidrolisado em uma etapa e, em duas
etapas utilizando meio contendo 25% de hidrolisado na primeira e 50% de hidrolisado
na segunda. Na Figura 4.3 pode ser observado um esquema representativo para as trés

etapas de propagacdo.

As condicdes detalhadas para cada etapa de propagacgéo foram:

a) No caso de crescimento em meio sintético numa unica etapa, denominado
propagacdo de células sem aclimatagéo, aliquotas de 10 mL foram retiradas do cultivo
de ativacdo e usadas como indculo em frascos conicos de 500 mL contendo 100 mL de
meio sintético e incubados sob as mesmas condi¢des pelo tempo necessario para atingir
a concentragdo celular desejada. Os cultivos assim realizados eram reunidos para obter
o volume necessario a ser centrifugado (4000rpm/10min) para separar a massa celular
utilizada como inoculo da fermentagdo. As células centrifugadas foram posteriormente

ressuspensas no meio de fermentacio assepticamente;

b) Neste caso o procedimento de propagacdo celular foi realizado utilizando uma dnica
etapa em meio sintético sem xilose, misturando com hidrolisado numa proporcao de
25%. As caracteristicas da metodologia obedecem as mesmas descritas para o item

anterior;

c¢) Para propagacdo celular com aclimatacdo em duas etapas, metodologia denominada
aclimatac@o em duas etapas, uma aliquota de 10mL do cultivo de ativagao era retirada e
utilizada como inoculo em um frasco conico contendo 200mL de meio contendo 25%

de hidrolisado e as mesmas propor¢des de sais e fontes de nitrogé€nio. Apds o tempo

55



apropriado de incubag¢fo, nas mesmas condigdes, aliquotas de 10mL eram retiradas do
meio e utilizadas como inoculo em frascos conicos contendo 200 mL de meio
constituido de sais minerais, fontes de nitrogénio e 50% de hidrolisado. Os cultivos
assim obtidos eram reunidos e o volume apropriado de meio para obter a concentracio
de inoculo desejada era centrifugado (4000rpm/10min). As células centrifugadas foram,

posteriormente, ressuspensas assepticamente no meio de fermentacéo.

Cultivo de ativagdo

A) | 0mL (B) [ 10mL ©) 10 mL

Crescimento
Crescimento Crescimento em meio < =
em meio em meio contendo 25%
sintético COIllteIld.O 25% hidrolisado Crescimento
hidrolisado em meio
contendo 50%
hidrolisado
= Fermentagdo
em
hidrolisado

Propagacao

celular para

obtencdo do
inéculo

Figura 4.3: Esquema Representativo das Etapas Utilizadas para Propagacdo Celular. (A)
Crescimento Numa Etapa em Meio Sintético; (B) Crescimento em uma Etapa em Meio
Contendo 25% de Hidrolisado e, (C) Crescimento em duas Etapas em Meios Contendo 25% e
50% de Hidrolisado.
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4.3.6 Fermentacao em Biorreator Instrumentado

Para realizagdo das fermentacdes sob condi¢des controladas foi utilizado um
biorreator Bioflo & Celligen 310 fabricado pela B. Braun Biotech International (Figura
4.4), empregando um vaso de 1,5L, contendo 800mL de meio de fermentagdo. O
processo foi controlado automaticamente a uma temperatura de 30°C, agitacdo de
200rpm, uma relacdo de aeracdo de 0,02 vvm e pH 6,0 mediante a adi¢do de NaOH(2M)
ou HCI (2M), utilizando em todos os casos uma concentragdo celular inicial préxima
aos S5g/L. (BRITO, 2000). Algumas modificacdes realizadas nas condi¢des de
fermentacdo adotadas durante o desenvolvimento do trabalho encontram-se

especificadas na discussao correspondente ao experimento.

I
inswick Sci - ~h e
s .'-
' : , :- - Y-

—

Figura 4.4. Biorreator Bioflo & Celligen 310 para Fermentag@o de Hidrolisado.

4.3.7 Processo SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation)

O processo SSF comega com a pré-hidrdlise enzimdtica com experimentos em
em duplicata, a uma temperatura de 47-50°C, meio tamponado com citrato de sédio (pH
5,0), uma carga enzimatica de 26 FPU/g de celulignina tratada, uma relacdo

solido:liquido de 1:5 (g de celulignina:mL de tampao citrato). (VASQUEZ, 2007) e por
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um tempo de 12 horas. As corridas foram realizadas em erlenmayer de 500 mL
utilizando fermentdmetros € um volume de trabalho de 150mL.

Posteriormente, a temperatura do processo mudou-se para 37°C, temperatura
maxima que permite o desenvolvimento da levedura. O processo SSF foi inoculado com
uma concentracdo inicial de levedura de 1,5g/L, utilizando-se com velocidade de
agitacdo em 250rpm por um tempo de 48 horas.

A quantificacdo de acucares e etanol gerado foi determinada por HPLC de
acordo com tépico 4.4.2.

4.4 METODOLOGIA ANALITICA

Todos os experimentos foram retiradas aliquotas de 2mL com auxilio de pipetas
estéreis do mesmo volume. As amostras eram centrifugadas a 3000rpm durante 5
minutos, sendo o sobrenadante destinado para dosagens de actcares e produtos, apds
filtracdo em membrana de celulose com uma porosidade de 0,22 pum. O sedimentado era
lavado duas vezes com dgua destilada e novamente centrifugado, nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente, para promover a desfloculagdo das células e retirar qualquer
componente do meio que interferisse na quantificacdo de biomassa. Em todos os
procedimentos de amostragem foi observado o maximo rigor asséptico. Na Figura 4.5

encontra-se esquematizada a metodologia utilizada para o processamento das amostras.

Amostra
Centrifugacgio
3000rpm/5min
Sobrenadante ¢ Sedimento
Centrifugacio Lavagem com agua
15000rpm/10min e centrifugacio a
¢ 3000rpm/5min
Filtracdo em ¢
Membrana Diluicio
Diluicao ¢
Quantificacdo de biomassa
¢ por espectrofotometria
Dosagem de
acucares em HPLC

Figura 4.5: Representacdo Esquemdtica do Tratamento das Amostras
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4.4.1 Determinacao de Biomassa

A Quantificacdo celular foi realizada por correlagdo de massa seca e absorvancia
a 570nm (LEAL, 1998). Para tal, foi utilizada uma curva padrdo que relaciona o peso da
massa seca das células com a absorvancia (Figura 4.6). As células utilizadas na
construcdo da curva padrdao foram cultivadas em frascos conicos de 500mL contendo
200mL de meio de ativagdo, a 30° C em agitador rotatério a 250rpm. Apés 48 horas de
incubacgdo, as células foram colhidas, lavadas e ressuspensas em agua destilada, de
modo a obter uma suspensdo concentrada. A determinacdo da concentracdo das células
foi realizada filtrando 20mL da suspensdo, procedimento desenvolvido em triplicata,
realizando pesagem dos filtros até obten¢do de peso constante das amostras durante

secagem a 80°C (BETANCUR, 2005).

Curva de correlacao de massa seca

o
~

o
w
I

Abs = 3.0168(Conc) + 0.0027
R? = 0.9978

Absorvancia (570nm)
(=] o
e 2

0,0 n T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Concentracao Celular (gr/L)

Figura 4.6: Curva de Calibragdo para Quantificacdo de Biomassa.

(BETANCUR, 2005)

4.4.2 Quantificacao dos Acicares

As concentragdes de xilose, glicose, arabinose, etanol e xilitol, foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em cromatégrafo
“Waters” (Sistema de bombeamento modelo 510, injetor Rheodyne, detector de indice
de refracdo modelo 410), acoplado a uma coluna de troca catidnica Aminex HPX-87P,

fabricada pelo Bio-Rad.
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As concentragdes das substincias analisadas nas amostras foram calculadas por
comparagdo com padrdes externos de concentragdo conhecida, com 4reas
cromatograficas calculadas pelo proprio equipamento. A correlagdo utilizada para o

célculo das concentragdes das amostras esta abaixo:

Concentragdo da amostra = Area da amostra X concentragdo do padrio X diluigio

Area do padrao
Para a realizag@o das andlises foram preparadas solucdes padrdo de cada um dos

acucares presentes no hidrolisado (10g/L para cada um), de etanol (15g/L) e de xilitol

(10g/L)
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE BIODIESEL POR ESTERIFICACAO HOMOGENEA

A Figura 5.1 representa a comparagdo das curvas cinéticas dos ensaios (reagdes
com os catalisadores dcidos homogéneos descritos em materiais e métodos e reacdo
feita na auséncia de catalisador), realizados com etanol anidro, a 130°C, na razao molar
3:1 (etanol:acidos graxos). Ja a Figura 5.2 representa a comparagio das curvas cinéticas

dos ensaios realizados com metanol anidro, a 130°C, na mesma razdo molar.

100,0
Q Q
80,0 o)
o ¢ 2
Q A
é 60,0
o ’ Q
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n
-
5
g 40,0
]
&) A e
. e
20,0 I~ (] ] ¢ °
L] ] | ° ° .
°
. *
0,0 & T T T T T T
o 10 20 30 40 50 60
Tempo de reaciao (min)
¢ Sem catalisador A Acido metanosulfénico M Acido fosférico
® Acido tri-cloroacético O Acido sulfarico

Figura 5.1: Curvas Cinéticas dos Ensaios Com Etanol Anidro.
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Figura 5.2: Curvas Cinéticas dos Ensaios Com Metanol Anidro.

De acordo com os resultados da Figura 5.2, observa-se que as melhores
conversdes obtidas, para as reagdes com etanol anidro quanto para as reagdes com
metanol anidro, foram com os catalisadores dcido sulfirico e 4cido metanosulfonico.

Apesar da conversdo a ésteres etilicos tender a estabilizacdo no tempo de 20
minutos, existe um ganho de mais de 10% no valor de conversdo nos experimentos com
dcido metanosulfonico (18%) e 4cido sulftrico (13%), o que torna vidvel a realizacdo do

processo catalitico com um tempo de 60 minutos (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Comparagdo Entre o Tempo de Conversdo nos Experimentos com Etanol

Anidro
Catalisador Conversdo em 20 minutos ~ Conversdao em 60 minutos

(%) (%)
Sem catalisador 16,0 20,0
Acido fosférico 18,6 29,4
Acido tri-cloroacético 20,2 30,6
Acido metanosulfénico 71,7 85,2
Acido sulfirico 76,4 86,6
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Na Tabela 5.2 nota-se um comportamento diferente nos experimentos realizados
com metanol. O aumento na conversdo a ésteres metilicos entre os tempos de 20 e 60
minutos ndo chega a 1%, com os catalisadores dcido metanosulfénico e acido sulftrico.
Observa-se, com isso, um menor tempo para a realizacido deste processo.

Uma explicag@o para os rendimentos destes dois 4cidos serem maiores € o fato
de ambos serem praticamente anidros. O édcido fosférico e o 4cido tricloroacético, pelo
contrdrio, ndo o s@o. O 4cido fosférico, por exemplo, apresenta cerca de 15% em peso
de 4gua. A dgua diminui consideravelmente o rendimento da esterificacao.

O efeito negativo da dgua no rendimento da reacdo de esterificagdo pdde ser
novamente observado nos ensaios que foram realizados com etanol e metanol
hidratados. Nestes novos ensaios utilizou-se o dcido metano sulfénico como catalisador
homogéneo da reacdo, como mostra a Figura 5.3 que compara as conversdes, na

presenca e na auséncia de catalisador.

Tabela 5.2 — Comparacio Entre o Tempo de Conversdo nos Experimentos com Metanol Anidro

Catalisador Conversao em 20 minutos ~ Conversdo em 60 minutos
(%) (%)
Sem catalisador 25,7 34,8
Acido fosférico 36,5 49,3
Acido tri-cloroacético 15,3 27,8
Acido metanosulfonico 93,3 94,0
Acido sulfdrico 91,6 93,2

Os resultados com metanol apresentaram-se mais promissores do que os
resultados realizados com etanol, mas o uso atualmente da rota etilica no Brasil oferece
uma vantagem: a oferta desse dlcool, disseminada por todo o territério nacional. Assim,
os custos diferenciais de fretes para o abastecimento de etanol versus o abastecimento
de metanol, em certas situagdes, podem influenciar na decisdo na op¢do do agente de
esterificacdo. Adicionalmente, sob o ponto de vista ambiental, o uso do etanol leva
vantagem sobre o uso do metanol, pois este ultimo geralmente € obtido de derivados do
petréleo, diferentemente do etanol combustivel que é produzido a partir da biomassa,

como € o caso da totalidade da producdo brasileira. O pais produz um combustivel
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100% renovavel, gerando, ainda, mais ocupacdo e renda no meio rural, mais economia

de divisas, sendo uma tecnologia completamente consolidada.
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Figura 5.3: Curvas Cinéticas dos Ensaios na Auséncia e Presenca do Acido Metanosulf6nico,
em Etanol Hidratado (4% de dgua) e Metanol Hidratado (4% de dgua).

A explicacdo para o efeito negativo no rendimento da reacdo de esterificacdo
estd baseada no equilibrio das espécies acidas com a carbonila presente nos acidos

graxos, que € mostrado na Figura 5.4 abaixo.

() H* + H0 H,O"
b H + COOH-=—=COOHH*
() HyO + COOH ~e—a= COCHHLO*

Figura 5.4: Reacdes de Equilibrio Acido-Bsico das Espécies Envolvidas na Formagio
de Biodiesel.

O equilibrio mostrado em (a) sé ocorre quando o meio € hidratado (no caso do
dcido fosférico e do 4cido tricloroacético e dos alcoois hidratados). Neste caso, apds o
equilibrio de (a), ocorre o mostrado em (c). Ja para o meio anidro de fato, nao acontece
o equilibrio mostrado em (a) e sim, o que é mostrado em (b). A espécie H;0" é muito
mais estdvel que a espécie H'. Por conta disso, é muito mais dificil protonar a carbonila

com H30" do que com H*. Assim, o equilibrio de (b) fica muito mais deslocado para a
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direita que o de (c). Como as espécies do lado direito das equagdes (b) e (c) sdo
intermediarios fundamentais para a formagdo dos ésteres, temos que a espécie COOH-
H" é muito mais f4cil de ser formada que COOH-H3;0". Dessa forma, a reagdo em meio
anidro acaba sendo favorecida em relacdo ao meio hidratado (SANTOS, 2005).

Na Figura 5.5, podemos observar os resultados de conversdo em funcido do
tempo para os experimentos realizados com &4cido metanosulfénico, quando foram

variadas as suas concentra¢des no meio reacional.
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Figura 5.5. Grifico de Conversdo versus Tempo para Reacdes com Diferentes Teores de Acido
Metanosulfonico na Esterificacdo Etilica de Acidos Graxos de Palma.

Pode-se observar, a partir deste gréfico, que o uso deste catalisador resulta em
uma melhora significativa no rendimento da rea¢do. Também pode ser observado que o
aumento da quantidade de catalisador ndo aumenta significativamente a conversao final,
podendo ser recomendada a concentracdo de 0,5% de 4cido metanosulfonico, como a

ideal para a reagdo de esterificagdo etilica de dcidos graxos de palma.
5.2. PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DO BAGACO DE DENDE
5.2.1 Aproveitamento da Fracio Hemicelulésica

Visando altas concentracdes de substrato nos hidrolisados hemiceluldsico,

condicdo necessdria para se obter altas concentracdes de etanol na fermentacdo dos
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mesmos, tencionou-se determinar as melhores condi¢gdes de pré-tratamento acido. Para
tanto, foram realizados os experimentos no reator do tipo PARR, indicados no

planejamento central composto, juntamente com os respectivos resultados (Tabela 5.3).

Tabela 5.3: Resultados do Planejamento Experimental para a Otimiza¢do das Condic¢des de

Hidrolise Acida.
Experimento  Temperatura Tempo de Conc. Acido Conc. Xilose
°C) exposicao H>SO4 (% viv) (g/L)
(min)
1 120 6 0,15 0
2 200 6 0,15 1,22
3 120 30 0,15 0
4 200 30 0,15 1,87
5 120 6 0,75 2,33
6 200 6 0,75 0
7 120 30 0,75 11,17
8 200 30 0,75 0,04
9(C) 160 18 0,45 12,2
10 (C) 160 18 0,45 12
11 (C) 160 18 0,45 11,18
12 (C) 160 18 0,45 11,78
13 (C) 160 18 0,45 11,98

(C) Pontos Centrais

Nos resultados apresentados na Tabela 5.3, pode-se observar que as maiores
concentragdes de xilose, foram obtidas no ponto central, quando o residuo estava
submetido a uma temperatura mediana e um tempo mediano. Nesta condicdo houve
uma desorganizacdo na estrutura lignoceluldsica, mas ndo foi tdo eficiente ja que
resultou em concentracdes de xilose relativamente baixas. A baixa concentracdo dos
actucares no hidrolisado pode ser devido a degradacdo dos mesmos, supostamente pelo
elevado grau de severidade (sinergismo entre temperatura, tempo de exposi¢ido e
concentragdo de 4cido) imposto no tratamento térmico. Este problema pode estar
relacionado com vdérios fatores: a carbonizagdo da fibra devido as caracteristicas do
equipamento, degradacdo de agicares do material em contato com as paredes do vaso
reacional e a problemas de transferéncia de calor no reator PARR, desenhado para
sistemas homogéneos, diferentes da mistura sélida utilizado neste trabalho que impede a

agitacdo durante o pré-tratamento para a relagdo sélido: liquida empregada (1:4). Uma
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evidencia da degradacdo dos agucares foi a coloragéo do hidrolisado hemiceluldsico que
se apresentou mais escura.

Devido aos fatores listados, optou-se pela realizagdo do pré-tratamento 4cido sob
condicdes mais brandas e em autoclave, metodologia rotineira do Laboratério de
Desenvolvimento de Bioprocesso (LADEBIO), na que se usou as seguintes condi¢des:
relacdo solido: liquido (1:4), concentracdo de acido sulfirico: (0,75% v/v) e pressdo:
latm (121°C). Com esta metodologia pretendeu-se garantir uma dindmica mais
apropriada para a transferéncia de calor ao interior da matriz s6lida umedecida com a
solugdo 4cida. Nos hidrolisados assim preparados obteve-se uma maior concentragdo de
xilose (aproximadamente 20 g/L)) comparando com a melhor condi¢do do planejamento,
sendo isto mais um indicativo da possivel degradacdo dos aguicares que ocorreu no
processo realizado em reator PARR. Adicionalmente, o sélido e o hidrolisado
apresentaram-se mais claros.

O hidrolisado suplementado com extrato de levedura, uréia e solucdo de sais foi
fermentado utilizando células da levedura P. stipitis CBS 5774, aclimatadas em duas
etapas, como descrito no capitulo de materiais e métodos. O perfil cinético da
fermentacdo € apresentado na Figura 5.6, na qual, nota-se o comportamento da

concentragdo de xilose, etanol, massa celular e xilitol.

Xilose, Xilitol, Massa Celular
(g/L)
Etanol (g/L)

1] 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (horas)

+ Xilose » Massa Celular Xilitol = Etanol

Figura 5.6: Cinética de Fermentacdo do Hidrolisado Hemicelulésico de Bagaco de

Dendé em Biorreator com Células Aclimatadas.
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Nesta figura, observa-se uma alta taxa no consumo de xilose nas oito primeiras
horas de fermentacdo, coincidindo com uma alta taxa de produgdo de etanol, como
esperado, devido o microrganismo utilizado. As baixas concentracdes de xilitol
(importante intermedidrio no metabolismo de xilose) denotam que a condi¢do imposta
permitiu manter o potencial redox na célula que assegurasse o reduzido acimulo desse
poliol.

A produgdo de etanol atingiu 7,45 g/L, correspondendo a um valor de
produtividade volumétrica de 0,62g/L.h e um fator de rendimento de 0,40 g/g
(etanol/xilose consumida). Como subproduto da fermentagdo quase ndo foi detectado
xilitol, alcangando uma concentracdo de 0,74 g/L, de acordo com a Figura 5.7.

As condicdes utilizadas no processo de fermentagdo levaram a pouca variacdo na
concentracdo de biomassa, com um rendimento em células (Yy;) de 0,048 g/g,
indicando como o metabolismo das células foi direcionando para a producio de etanol,
sem perda da viabilidade das células.

Nas primeiras seis horas de fermentacdo observou-se uma maior taxa de
produgdo de etanol (0,76 g/L.h). Posteriormente, a taxa de producdo de etanol diminuiu

até a concentragio de etanol estabilizar em um tempo de 12 horas.

26,00

24,007

>
= 22,00

20,007

xilitol - 22,877

———— T " T T T T T T T T T T T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00 30,00

Minutes

Figura 5.7: Cromatograma da Fermentag¢do do Hidrolisado Hemicelul6sico de Bagago de Dendé

em Biorreator com Células Aclimatadas.

5.3 APROVEITAMENTO DA FRACAO CELULOSICA

A celulose € intrinsecamente resistente ao ataque hidrolitico, além de ser

protegida pela matriz de lignina e hemicelulose que a envolvem. O desafio técnico-
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econdmico para a utilizacdo de materiais lignocelulésicos reside em facilitar a atuacéo
das enzimas sobre a celulose contida nestes materiais (PAN et al., 2005).

Desta forma, o residuo sdlido proveniente do pré-tratamento 4cido do bagago de
dendé, realizado para a remocdo da fracdo hemicelulésica, é denominado celulignina.
Este residuo sofreu um tratamento térmico com solu¢do de NaOH (deslignificacdo
alcalina), com o objetivo de remover parte da celulignina, bem como aumentar o pH do
s6lido remanescente. Este s6lido parcialmente deslignificado foi submetido a lavagens
com 4gua para a remog¢do da alcalinidade intersticial e da lignina residual, observando-

se uma colora¢@o mais escura nas dguas de lavagem.

5.3.1 Pré-Tratamento Alcalino

Pesquisas desenvolvidas por SEWALT et al. (1997) relatam que pré-tratamentos
que empregam solugdes concentradas de NaOH conseguem aumentar as taxas de
sacarificagcdo na hidrolise enzimatica. MENEZES & AGUIAR (2002) indicaram um
aumento significativo na digestibilidade/acessibilidade da celulose, quando o residuo
lignocelulésico foi submetido a deslignificagdo alcalina, tornando o substrato mais
acessivel ao ataque das enzimas do complexo celuldsico. Segundo LEE ef al. (1997), o
pré-tratamento com NaOH aumenta a exposicdo da celulose, devido ao efeito
deslignificante, melhorando a hidrélise enzimética. Estudos realizados por YUNG &
ROWELL (1986) indicaram que um grau de deslignificacdo de até 50% gera um
aumento na taxa de sacarificacdo do substrato, mas aumentos maiores na remocio da
lignina ndo apresentam incrementos significativos na taxa de sacarificacdo.

Os pré-tratamentos alcalinos em uma etapa consistiram em submergir a
celulignina em uma solucio de NaOH (os ensaios foram realizados em duas
concentragdes 1% m/v e 4% m/v), utilizando uma relacdo sélido:liquido de 1:20 (g/mL)
e tratamento térmico por um tempo de 30 min, como descrito no capitulo de materiais e
métodos.

Apés a lavagem dos sdlidos com &dgua destilada, notou-se uma coloracgio
diferenciada conforme a concentracio de NaOH, sendo aqueles provenientes do
tratamento mais severo (NaOH 4%) mais claros. Adicionalmente, quando utilizada a

solugdo de NaOH 4% (m/v), o liquido da deslignificagdo apresentou uma cor mais
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intensa, indicativo de uma maior presenca de lignina da fase liquida; enquanto com a

solugdo NaOH 1% (m/v) a cor foi mais clara, indicando a remocéo parcial da lignina.

5.3.2 Processo SSF

Ambos os solidos obtidos com diferentes concentracdes de NaOH foram utilizados
para a realizagdo do processo SSF (hidrélise enzimdtica simultinea a fermentacgdo
alcodlica). Neste processo, foi possivel notar que o s6lido submetido a deslignificacdo
com NaOH na maior concentragdo (4% m/v) apresentou uma concentragdo de etanol
equivalente de 18,30 g/L, enquanto o sélido que foi submetido a deslignificacdo com
NaOH 1% (m/v) resultou em uma concentracao de etanol equivalente de 14,25 g/L..

O etanol foi obtido pelo processo SSF, que consiste de uma pré-hidrdlise durante 12
horas para degradacdo da celulose em glicose, seguida de inoculagdo com uma

linhagem de S. cerevisiae por um tempo adicional de 48 horas (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Curva Cinética para Obtencao de Etanol em Processo SSF.

5.4. BALANCOS MASSICOS PARA O PROCESSO INTEGRADO DE
PRODUCAO DE BIODIESEL

De acordo com GUITIERREZ er al. (2009) o bagaco de dendé apresenta a

seguinte composi¢do: 40%(m/m) umidade, 24%(m/m) celulose, 14,4%(m/m)

hemicelulose, 12,6%(m/m) lignina e 6,0%(m/m) extrativos.
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Em um cendrio no qual sdo produzidos entre S0Kg e 70Kg de borra acida

durante o processamento de 1 tonelada de Oleo bruto de palma, sdo gerados

simultaneamente 4 toneladas (massa umida) de bagaco de dendé. Considerando a

composicdo descrita para o bagaco e segundo os resultados experimentais, para cada

tonelada de bagaco de dendé (massa seca) podem ser produzidos 76,04kg de etanol,

sendo 24,83kg provenientes do aproveitamento da fracdo hemiceluldsica e o restante

51,20Kg da fragdo celulésica.

Sabendo-se que nas melhores condi¢des de esterificacdo etilica, da borra dcida

de palma, utiliza-se uma propor¢do de 170g de etanol para cada 307g de borra acida,

percebe-se que a quantidade de etanol requerida é de 38,76kg etanol para processar a

totalidade de borra dcida gerada no processamento de uma tonelada de 6leo bruto.

Podemos afirmar que a quantidade de etanol produzido do bagaco de dendg,

mesmo em condi¢gdes ndo otimizadas, seria suficiente para o processamento da

totalidade da borra dcida, tendo um excedente substancial plausivel de 142,8kg de

etanol que pode ser direcionado para outros processamentos ou para comercializacéo.

Frutos da 1 ton éleo
Falma bruto Oleo de
—”| Prensagem »| Refino | — > dendé
refinado
2,4 ton de bagaco
59,6 Kg 70 Kg da borra
. Etanol Z .
Pré-Tratamento | hidrolisado| Fermentagiio ano dcida
acido Pentose
38,8 Kg
Etanol
> Esterificagdo
Pré-Tratamento b
alcalino > TOCESSO
>SF 122.0 Kg Biodiesel
Etanol

Excedente Etanol: 142,8 kg

Figura 5.9: Fluxograma do Processo de Integracdo entre a Producdo de Residuos da

Indistria de Dendé€ e a Producdo de Etanol.
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Nota-se um excedente também de matéria-prima (bagaco), este por outra via
pode ser utilizado para queima visando a destilacdo do préprio etanol. Sabendo-se a
quantidade necessdria para obtencdo do biodiesel etilico, podemos dimensionar a
quantidade de residuo em massa seca que podera ser usado para queima. De acordo com
balango de massa notamos que a quantidade necessdria de bagaco de dendé para
produzir 38,76Kg de etanol € 509,77 kg de bagaco em massa seca. Portanto temos um

excedente de 1.890kg de bagaco de dendé. A Figura 5.9 ilustra o processo descrito.

Oleo de
dendé 70 Kg da borra 4cida
Refinado RO etanol
Frutos da 1 ton 6leo
Palma brut —
% | Prensagem e, Refino . » | Esterificacdo
2,4 ton de bagaco
v 510 Kg Bagaco
Biodiesel
D
Pré- tratamento | hidrolisado| Fermentagdo E
dcido "|  Pentose g
Celulignina > T
¥ 38,76 Kg| I
Pré- tratamento > SSF | | etanol | L
alcalino A
¢
A
0]
A
v 1890 Kg Bagaco Queima_J.-Energia b

Figura 5.10: Fluxograma para Destilagcdo do Etanol Aproveitando o Excedente do

Residuo da Industria de Dendé.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Neste capitulo, além de uma discussdo sobre as conclusdes obtidas ao longo
desta dissertacdo, deseja-se fazer sugestdes para futuras pesquisas nesta linha bastante
promissora relacionada a producdo de biodiesel a partir de residuos agroindustriais.

1. A producdo de biodiesel da borra de palma por uma configuracdo que usa etanol
produzido de residuos solidos da mesma matéria-prima oferece um grau de
integracdo que torna possivel a reducdo dos custos de energia comparando a
producdo autéonoma de biodiesel e bioetanol. Esta op¢do € muito atrativa, levando
em conta ndo somente o consumo de energia, mas também a mitigacdo e valorizacio
do residuo sélido gerado durante o processamento do 6leo de palma. Em particular,
os cachos vazios e as fibras da palma que saem da prensa, produzidos durante a
extragdo do Oleo. Estes residuos possuem uma grande quantidade de biomassa
lignoceluldsica, fazendo destes materiais excelentes matérias-primas para conversao
em etanol.

2. Observa-se que os resultados obtidos com os catalisadores homogéneos mostram
que as melhores conversdes obtidas, para as reacdes com etanol anidro, foram com
os catalisadores acido sulftrico (86,6%) e acido metanosulfénico (85,2%).

3. O residuo lignocelulésico de dendé € passivel de ser utilizado como matéria prima
para a producdo de etanol, sendo alcancada, neste trabalho, uma concentragdo de
etanol 7,45g/L a partir do aproveitamento da fracdo hemicelulésica e de 18,30g/L
pela utilizagdo da celulose.

4. Os valores obtidos de etanol, pelo aproveitamento da fracdo celuldsica de bagacgo de

dendé, sinalizaram desdobramentos importantes para etapas futuras de otimizagao.
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Neste processo, foi possivel obter uma concentracio de etanol de 18,30 g/LL quando
utilizado um pré-tratamento alcalino com NaOH 4% (m/v) enquanto foi observada
uma concentragdo de etanol de 14,25 g/L. quando o sdlido foi submetido a
deslignificacdo com NaOH 1% (m/v).

5. O processo de integragdo foi determinado através de um balanco de massa, no qual
foi descoberta a quantidade de etanol necessaria para producgéo de biodiesel (38,8Kg
de etanol) e o quanto é gerado durante os processos de fermentacdo, 182,5kg de
etanol, concluimos que a quantidade de etanol produzido € maior do que a

quantidade requerida, gerando um excedente de etanol.

SUGESTOES

1. Futuros estudos que envolvam o uso de catalisadores heterogéneos, para
esterificacdo etilica, apresenta-se como alternativa para o processo, tendo como
atrativo a facilidade de remocdo do meio reacional e a possibilidade de ser utilizado
varias vezes;

2. Determina¢do do poder de combustio do biodiesel produzido por esta rota e seu
desempenho em motores por compressao.

3. Dados os resultados obtidos para o pré-tratamento dcido, novos estudos em outras
condi¢des ou acondicionando o reator para um sistema heterogéneo com alta carga
de sélidos e melhoramento no sistema de aquecimento.

4. O desenvolvimento de técnicas que permitam a caracterizacdo do material
lignoceluldsico faz-se necessaria para uma melhor determinacio da eficiéncia de
cada uma das etapas do processo de aproveitamento da matriz sélida para a
producdo de etanol;

5. Para o desdobramento tecnoldgico do processo serdo necessarios estudos que
permitam a otimizacdo de cada uma das etapas abordadas neste trabalho, o que
permitird um ostensivel aumento na produtividade global do processo.

6. Considerando-se condi¢des otimizadas, viabilizar estudos técnico—econdmica

integrando os processo para producdo de biodiesel utilizando a rota etilica.
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