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RESUMO

SIQUEIRA, Lara Neiva. Aproveitamento de biomassa residual lignocelulolitica da
induUstria de abate de bovinos para obtencao de bioetanol. 2016. 75 p. Dissertacao
(Mestrado em Agroenergia) — Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2016.

Devido a busca por biomassas alternativas, de baixo custo e com elevada
concentracdo de celulose, para producdo de etanol de 22 geracdo — ou
lignocelulolitico — realizou-se este estudo com o residuo proveniente da linha
verde de abatedouros de bovinos, residuo produzido em larga escala no Brasil e
no Estado do Tocantins. O maior desafio enfrentado pelas empresas do ramo do
abate de bovinos € o grande volume de residuos gerados. Os residuos da linha
verde compreendem esterco de currais, vomitos, conteudo estomacais, contetdo
intestinal, residuos do tanque de purificacdo de gorduras e outros. Tais residuos
sao expedidos, geralmente, para incineradores ou para compostagem. O estudo
foi conduzido na Universidade Federal do Tocantins, Palmas — TO, com objetivo
de determinar a composicdo quimica da biomassa sélida, proveniente da filtragem
de todo liquido da linha verde, bem como da biomassa liquida, para avaliar seu
uso na producao de etanol lignocelulolitico. Os resultados observados mostraram
gque a biomassa residual sdlida tratada apresentou 57% de celulose e as
biomassas, sélida sem pré-tratamento e sélidos suspensos apresentaram 30% e
27%, respectivamente. Isto demonstra que os valores obtidos nas analises
laboratoriais ficaram bem proximos do apresentado na literatura para outras
biomassas residuais utilizadas como fonte de celulose na producédo do etanol de
2° geragdo. Todas as biomassas foram pré-tratadas em autoclave por 20 minutos
a 121° C, sendo que apenas a amostra solida passou por um pré-tratamento
guimico antes do inicio da etapa de hidrélise. Foi realizada a hidrélise enzimatica
utilizando-se enzima comercial celulase Cellic CTEC2. A quantidade de acUcares
na amostra foi determinada por CLAE obtendo-se rendimentos na hidrélise de
0,22% para a amostra Liquida (Li), 2,67% para a amostra Sélida sem Pré-
tratamento (Sl), 69,83% para a amostra Sélida com pré-tratamento (Sll) e 2,40%
para a amostra sélidos suspensos (Ss). A concentracdo de etanol para as
biomassas Li e Ss ndo foi passivel de deteccdo por CLAE e o rendimento de
etanol para Sl foi de 56%, demonstrando que esta biomassa possui potencial
para producao de bioetanol.

Palavras-chave: biomassa, producao de etanol, frigorifico, hidrélise enzimatica.
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ABSTRACT

SIQUEIRA, Lara Neiva. Exploitation of lignocellulolytic residual biomass from
cattle slaughter industry to obtain bioethanol. 2016. 75 p. Dissertation (Master's
degree in Agroenergy) - Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2016.

Due to search for alternative biomasses, that are low cost and high in cellulose
concentration, for the production of 2nd generation ethanol - or lignocellulolytic -
this study was carried out with the waste from the green line of slaughterhouse
cattle, which is produced on a large scale in Brazil and in the State of Tocantins.
The biggest challenge faced by companies of cattle slaughter is the large volume
of waste that is generated, for instance, in the green line it includes cattle manure,
vomiting, stomach contents, intestinal contents, residues of fat purification tank
and others and these residues are mostly taken to incinerators or composting.
This study, which was conducted at the Universidade Federal do Tocantins, in
Palmas city — Tocantins state, aimed to determine the chemical composition of
solid biomass from the filtration of all the liquid in the green line and the liquid
biomass to evaluate its use in the lignocellulolytic ethanol production. The
observed results have shown that the treated solid biomass waste had 57%
cellulose, the solid biomass waste without pretreatment and the suspended solids
had 30% and 27%, respectively. This demonstrates that the values obtained in
laboratory tests were very close to what appears in literature for other residual
biomass that were used as a source of cellulose for the production of 2nd
generation ethanol. All the biomass were pretreated by autoclaving for 20 minutes
at 121 ° C, but only the solid sample underwent a chemical pretreatment before
the hydrolysis step. Also, the commercial cellulase enzyme: Cellic CTEC2 was
used to carry the enzymatic hydrolysis. The amount of sugars in the sample was
determined by HPLC (high-performance liquid chromatography) which has shown
a hydrolysis yield of 0,22% for the liquid sample (Li), 2,67% for the solid sample
without pretreatment (Sl), 69,83% for the solid sample with pretreatment (Sll) and
2,4% for the one with suspended solids (Ss). The concentration of ethanol for Li
and Ss biomasses was not susceptible to detection by HPLC and the yield of
ethanol to Sl was 56%, which shows that it has the potential for bioethanol
production.

Keywords: biomass, ethanol production, slaughterhouse, enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Por motivos econdémicos, geopoliticos e ambientais, pesquisadores e
sociedade civil organizada tém intensificado a busca por fontes alternativas de
energia, em especial os combustiveis verdes, ecologicamente mais aceitaveis, 0s
biocombustiveis. O bietanol € bastante interessante neste cenério, pois pode
utilizar residuos agricolas, e a reutilizacdo e reciclagem destes residuos pode
minimizar parte dos problemas ambientais ligados ao seu acumulo e diminuir a
producéo de combustiveis de origem féssil (CARVALHO, 2011).

De acordo com Ferreira (2015), o termo biocombustivel é atribuido a
combustiveis liquidos ou gasosos que tenham aplicacdo no setor de transporte e,
predominantemente, produzidos a partir de biomassa. Dentre o0s principais
combustiveis produzidos a partir destes recursos naturais, pode-se destacar o
etanol.

A utilizacdo de biomassa para uso no setor de transportes tem sido um
fato historico desde 1920, periodo decorrente da Primeira Guerra Mundial, onde
comecou a se produzir compostos de alcool, éter etilico e 6leo de mamona, como
substitutos da gasolina. Posteriormente a esta data, no Brasil houve uma iniciativa
do governo para substituir em larga escala os combustiveis veiculares derivados
de petréleo por alcool combustivel (etanol), programa Pr6-alcool na década de 70
(KOHLHEPP, 2010; LACERDA, 2012; FERREIRA, 2015).

Segundo Kohlhepp (2010), o Brasil, com base na discussdao mundial
sobre a substituicdo das energias fosseis por energias renovaveis, teve em 2002
gue retomar os principios do programa Pré-alcool. Foi uma fase de euforia do
etanol, quando entédo, foram apresentados os veiculos com motor flex-fuel, que
comecaram a ser produzidos em larga escala no pais. Atualmente, faze-se a
escolha do tipo de combustivel para abastecer o veiculo de acordo com o preco.

Conforme Furlan (2009), o bioetanol, etanol produzido a partir de
residuos vegetais ou fontes vegetativas ndo utilizadas para alimentagdo humana,
€ 0 biocombustivel com perspectivas mais promissoras para o futuro, pois nao é
dependente de reservas petroliferas, € obtido de fontes renovaveis e apresenta
baixos niveis de emissdes de gases relacionados ao efeito estufa. O bioetanol

pode ser definido como uma energia proveniente de recursos renovaveis, obtido

14



por meio da fermentacédo de acucares, podendo substituir total ou parcialmente a
gasolina (GHATAK, 2011; LIN et al., 1998)

Atualmente a producdo em larga escala de bioetanol ou etanol de
primeira geracdo, depende de amido e/ou acgUcares fermentesciveis, obtido a
partir de culturas alimentares ou de culturas que ocupam areas que poderiam
estar sendo ocupadas por grandes culturas que fornecem alimento aos seres
humanos. Neste contexto, o bioetanol lignocelulolitico utiliza biomassa residual ou
matérias-primas que ndo competem com as culturas alimentares, podendo ser
mais rentaveis economicamente, que matérias-primas agricolas convencionais
(ALVIRA et al., 2010; DEMIRBAS, 2009; DEMIRBAS, 2011).

O aproveitamento de residuos lignoceluloliticos, para obtencédo de
etanol por meio da sacarificacdo de sua fracdo celuldsica tem sido comumente
chamado de etanol de segunda geracdo. Mas, para que este processo se torne
atrativo e viavel, é necessario submeter a fracdo de biomassa a um processo de
pré- tratamento e posterior hidrolise. O pré-tratamento pode partir de
combinac¢Bes quimicas, processos fisicos ou bioldégicos naturais e/ou comerciais,
que visem aumentar o rendimento da biomassa na etapa da hidrélise para que 0s
polimeros de celulose sejam convertidos em unidades fermentesciveis de
acucares (OLIVEIRA, 2010; WATANABE et al., 2015; MILANEZ et al., 2015).

Veras e Povinelli (2004) comentam que os residuos solidos compdem
hoje um dos problemas mais relevantes enfrentados pela humanidade. O
acentuado crescimento demografico e tecnolégico vem aumentando
substancialmente a quantidade de residuos sélidos desprezados pelo homem, e
esta questdo assume propor¢cdes ainda maiores, pois se verifica a reducdo da
disponibilidade de areas para disposicdo dos residuos e o seu alto potencial de
contaminagao do meio ambiente.

Sendo assim, menciona-se que o0 aumento da producdo de bovinos e
subprodutos da atividade agropecuaria, bem como da agroindustrial, tem gerado
uma grande quantidade de residuos soélidos e liquidos, constituindo assim um
problema de ordem social, econémica e ambiental (VALENTE et al., 2009).

O maior desafio enfrentado pelas empresas do ramo do abate de
bovinos é o grande volume de residuos gerados, visto que os residuos do

frigorifico sdo diluidos e divididos em tubula¢cbes contendo sangue, chamada de
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linha vermelha, e a linha verde para onde s&o encaminhados os despejos de
lavagem dos currais, lavagem e preparo do bucho com os conteudos estomacais,
tripas e panca. A designacao de linha verde se deve a presenca de fezes bovinas
gue conferem uma cor verde aos despejos (BRAILE, 1971; MARTINS, 2012).

De acordo com Martins (2012), nos abatedouros os residuos solidos
considerados como rejeitos sdo aqueles em que ndo h& algum tipo de
reaproveitamento para a fabricacdo de subprodutos, tais como esterco de currais,
vomitos, conteudo estomacal, conteddo intestinal, residuos do tanque de
purificacdo de gorduras. Tais residuos sdo expedidos, geralmente, para
incineradores ou para compostagem.

O uso do conteudo residual da linha verde pode se tornar uma opcao
para producdo de acucares de uso industrial ou de biocombustiveis além de
propiciar a analise da eficiéncia da hidrolise enziméatica visando a producdo de
bioetanol.

Neste trabalho, quantificou-se a producdo de acucares fermentesciveis,
a partir de hidrélise enzimatica com enzima comercial, da biomassa residual de
frigorificoo, visando avaliar o percentual de hidrélise. Além disto procurou-se
quantificar a producdo de etanol carburante a partir de fermentacdo com
Saccharomyces cerevisiae, do residuo solido proveniente da linha verde de
abatedouros de bovinos, estabelecendo condi¢cdes que obedecam a critérios de

produtividade e de eficiéncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS NO BRASIL E NO MUNDO

O mundo enfrenta atualmente uma dependéncia das fontes energéticas
fosseis, que sado utilizados para a producdo de combustivel, energia elétrica e
outros bens que fazem com que a economia global continue crescendo com
intensidade (UIHLEIN; SCHEBEK, 2009). A producao de combustiveis a partir de
biomassa é uma alternativa sustentavel aos combustiveis fésseis e o etanol tem
sido um dos biocombustiveis bastante utilizados em veiculos automotores no
mundo (DEMIRBAS, 2009).

Os combustiveis produzidos a partir de biomassa, ou mais
popularmente conhecidos como biocombustiveis podem e futuramente serdo, os
mais populares substitutos dos combustiveis fosseis, pois de acordo com o
protocolo de Kyoto ha metas especificas para cada pais no que tange a
diminuicdo nas emissbes de gases que poluem a atmosfera (SARKAR et al.,
2012). Trata-se de combustiveis renovaveis como o0 bioetanol, biodiesel,
biohidrogénio e outros, que sao produzidos a partir de fontes de oleaginosas,
gramineas, algas, ou mesmo biomassas residuais (SARKAR et al., 2012).

Segundo Ghatak (2011), ha expectativas que havera um aumento habil
de interesse por parte dos governos, e mesmo da iniciativa privada, para os
biocombustiveis liquidos, pois houve grande acréscimo na demanda por veiculos
com motor de combustdo convencional, quer em estado puro ou em mistura, com
combustiveis fosseis como a mistura de etanol a gasolina e biodiesel ao diesel
combustivel.

De acordo com avaliagao realizada por Demirbas (2011), o futuro dos
combustiveis fosseis esta contado, pois os fabricantes de veiculos atuais e
modernos tém adotado modelos que utilizem mais de um tipo de combustivel,
dando liberdade de op¢édo ao consumidor, e com caracteristicas menos poluentes.
Sua avaliacdo denota que a gasolina e o gas natural estdo, atualmente com uma
disponibilidade excelente, mas que em um futuro préximo esta disponibilidade

pode se tornar moderada. Entretanto, o futuro do bioetanol, biodiesel e célula
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combustivel de hidrogénio sdo excelentes no que tange a disponibilidade, mas
gue atualmente o autor avaliou como disponibilidade moderada.

A producdo de biocombustiveis a partir de residuos agricolas tem
crescido bastante em continentes como a Asia, Europa e América, visto que na
América do Norte observa-se uma maior producdo a partir de biomassa
proveniente da palha do milho e na América do Sul a partir do bagaco da cana-
de-acucar. No continente Asiatico tem-se estudado bastante a producdo de
bioetanol a partir da palha de arroz e palha do trigo, expressamente devido a
disponibilidade destas biomassas naquele continente. Concomitantemente, ha
uma producéo consideravel de bioetanol a partir da hidrélise da palha de trigo na
Europa (BALAT; BALAT; OZ, 2008; KIM; DALE, 2004).

As grandes plantacbes de oleaginosas colocam o Brasil em uma
posicdo de destaque pelo enorme potencial para a producdo do biocombustivel
liqguido conhecido como biodiesel. A matriz energética nacional conta com
matérias primas como o 6leo de soja, sebo bovino, 6leo de frituras, sementes de
algodao entre outros (LAVIOLA; ALVES, 2011).

A producdo de biodiesel se tornou uma alternativa louvavel de
substituicdo aos combustiveis fésseis, e sua utilizacdo em misturas de biodiesel
ao diesel vem apresentando um potencial promissor no mundo inteiro, devido a
sua enorme contribuicdo ao meio ambiente, com a reducao dos niveis de poluicédo
ambiental, estabelecendo-se como nova fonte de energia renovavel em
substituicdo ao diesel puro e outros derivados do petréleo (SOUZA et al., 2009).

No Brasil, a mistura de biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel passou a
ser obrigatoria a partir de 2008. Entre janeiro e junho de 2008, a mistura de
biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel foi de 2%; entre julho de 2008 e junho de
2009 foi de 3%; entre julho e dezembro de 2009 foi de 4% e entre janeiro de 2010
e junho de 2014 foi de 5%. Entre julho e outubro de 2014 o teor de mistura de
biodiesel ao Oleo diesel foi de 6% e a partir de novembro de 2014 passou a ser de
7%, em volume (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2015a).

Pela, a Portaria N° 516, de 11 de Novembro de 2015 do MME -
Ministério de Minas e Energia, publicada no Diario Oficial da Unido em 12 de
Novembro de 2015, atualmente fica estabelecido em seu Artigo 1° que os atuais

percentuais autorizados de mistura voluntaria de biodiesel ao 6leo diesel, ficam
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fixados em 20% em frotas cativas ou consumidores rodoviarios atendidos por
ponto de abastecimento; 30% no transporte ferroviario; 30% no uso agricola e
industrial; e até 100% no uso experimental, especifico ou em demais aplicacbes
(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2015b).

Conforme (ASSOCIAGAO DA INDUSTRIA DE COGERAGCAO DE
ENERGIA, 2016), o setor energético tem enfrentado diversas "crises sistémicas",
que estdo, cada dia mais deixando de assegurar o abastecimento de energia
elétrica a populacao, a industria e dificultando o avanco tecnoldgico do pais. As
industrias, o comércio e o setor de servigos estdo tendo a oportunidade de adotar
sistemas de geracdo distribuida, onde utilizando fontes primarias de energia
(biomassa e/ou gas natural), geram, consomem e administram suas necessidades
de energia elétrica e térmica.

O plantio de cana-de-acUcar para producdo de acUcar e alcool ja é
bastante elevado no Brasil, principalmente no Sudeste do pais, e o bagaco da
cana-de-acucar, residuo gerado em grande escala nas usinas, vem sendo
utilizado no processo de cogeracdo, em que O procedimento mais simples
consiste na producdo de energia térmica a partir da queima do bagaco.
(ASSOCIACAO DA INDUSTRIA DE COGERACAO DE ENERGIA, 20186).

2.2 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os residuos agroindustriais sdo hoje um dos principais problemas de
cunho ambiental enfrentado pela humanidade. O notavel crescimento
demografico seguido do grande desenvolvimento tecnolégico vem aumentando
consideravelmente a quantidade de residuos solidos e liquidos refugados pelo
homem, probleméatica que assume propor¢des ainda maiores, na medida em que
se verifica a reducdo da disponibilidade de areas para disposi¢éo dos rejeitos e o
seu alto potencial de contaminacdo do meio ambiente (VERAS; POVINELLI,
2004).

Este crescimento acelerado na producéo de residuos vem desafiando a
natureza e provocando enormes impactos, pois a sua taxa de geracdo é bem
maior que sua taxa de degradacao. Entretanto, em raz&o da implantacdo de leis

ambientais mais severas, que valorizam o gerenciamento ambiental, tem havido
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uma conscientizacdo gradual dos efeitos nocivos provocados pelo despejo
continuo de residuos sdlidos e liquidos no meio ambiente (VALENTE et al., 2009;
MARTINS, 2012).

A enorme demanda por alimentos ocasionada pelo crescimento
populacional e econémico proporcionou aos VArios sistemas agropecuarios e
agroindustriais o aumento da producgéo, a fim de suprir o grande consumo por
parte da populacdo. Concomitantemente, devido a globalizac&o, ha possibilidades
maiores de exportar produtos, o que tem levado a um crescimento ainda maior
destas unidades de producao, principalmente nos paises em desenvolvimento
(VALENTE et al., 2009).

Existe uma preocupacéo cada vez maior em todos o0s setores e classes
sociais, pois 0 respeito que uma empresa precisa ter pelo meio ambiente esta
diretamente relacionado a sua aceitacdo publica. A empresa precisa preocupar-se
em nao gerar poluentes ou gera-los na menor quantidade possivel, sem afetar a
qualidade do produto final (LEITE; PAWLOWSKY, 2005). Ligada a esta questao
estd o mercado, que também exige das empresas uma atuacao transparente e
concreta na preservacdo dos componentes do meio ambiente, que deve se
materializar pela realizacdo de atividades que apresentem um menor impacto
ambiental (VALENTE et al., 2009).

Porém, ha certa dificuldade em distinguir residuo de lixo, visto que os
restos de um processo produtivo ou residuo, em geral, sdo matérias primas com
potencial para compor outro tipo de processo (LEITE; PAWLOWSKY, 2005).

De acordo com Demajorovic (1995) os residuos se distinguem do
termo lixo, pois o0s rejeitos ou lixo consistem na parte inaproveitavel dos residuos
e ndo possui valor para comercializacdo, e em sua disposicdo final deve ser
considerada sua inativagao, neutralizacdo, descontaminacao e/ou desintoxicacao.
Os residuos agroindustriais podem ter valor agregado, pois possibilitam o
reaproveitamento no proprio processo produtivo, ou podem fazer parte de outros
processos.

Os residuos das atividades agroindustriais e agropecuarias possuem,
na grande maioria, grandes concentracoes de material organico, e seu

lancamento em corpos hidricos causa diminuicdo na concentracdo de oxigénio
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dissolvido, o que provoca a morte dos animais aquaticos por asfixia (MATOS,
2005).

Devido a grande quantidade gerada de residuos agroindustriais, o
aproveitamento destes pode ser vantajoso para a empresa e sociedade em geral,
podem agir como substrato ou biomassa em processos biotecnol6gicos, inclusive
na industria do etanol de segunda geracdo. As vantagens desta utilizacdo se
baseiam nos fatos de serem abundantes e de baixo custo; ndo liberam gas
carbbnico e possuem baixo conteudo de enxofre; ha potencial econémico gracas
ao aumento no preco dos combustiveis fosseis (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2007).

2.2.1 Sistemas de criacdo de bovinos e alimentacao

A pecuaria bovina, em especial a de corte, tem por tradicdo a
exploracdo quase que exclusiva de pastagens, e seu crescimento se deu com a
expressiva expansao da fronteira agricola e a inclusdo de novas areas. Porém
passou a assumir maior importancia econdmica, somente quando se verificou um
aumento da proporcao de novo sangue exoético, mediante a introducao das racas
zebuinas no Brasil Central e as racas europeias especializadas para corte na
regido Sul do pais, que se deu no final do século XIX e inicio do XX (PIRES,
2010).

A pecuéria de corte se tornou estavel nos ultimos anos, inseriu-se no
mercado internacional como fator competitivo e importante produtora de
alimentos. A pecuéria bovina é desenvolvida em todos os Estados brasileiros e
representa importante atividade econémica com papel de destaque no equilibrio
da balanca comercial do pais (PIRES, 2010).

De acordo com Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2015), no
3° trimestre de 2015 foram abatidas 7,56 milhdes de cabecas de bovinos sob
algum tipo de servico de inspecao sanitaria. Essa quantidade foi 0,9% menor que
a registrada no trimestre imediatamente anterior (7,62 milhdes de cabecas) e
10,8% menor que a apurada no 3° trimestre de 2014 (8,47 milhdes de cabecas). A
figura 7 mostra a evolucéo do abate de bovinos por trimestre, desde o 1° trimestre
de 2010.
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FIGURA 7 - Gréfico representativo da evolucéo do abate de bovinos por trimestre no Brasil.
FONTE: IBGE (2015).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2016)
publica, anualmente, dados oficiais brasileiros sobre o rebanho bovino que
atualmente, é de cerca de 210,65 milhdes de cabecas de bovinos, sendo que 8,11
milndes cabecas se encontram no Estado do Tocantins. De maneira geral, a
pecuaria de corte é a principal atividade econémica deste Estado, sendo que
42,8% das propriedades adotam a exploracdo extensiva (67,0% da criacdo). As
racas predominantes na regido sao as zebuinas destinadas a producéo de carne.

O sistema de producdo predominante no Estado do Tocantins € o
Extensivo que depende basicamente de pastagens, restringindo a suplementacéo
alimentar ao fornecimento de sais minerais. O sistema semi-intensivo é praticado
em algumas regides do Estado, seguido de uma simploria representacdo do
sistema intensivo, visto que se torna necessario a suplementacdo com silagens,
racdo, concentrados proteicos, sal mineral, entre outras fontes de suplementos
proteico/minerais para garantir a engorda e sobrevivéncia do animal no periodo
de seca maio-novembro (BARBOSA et al., 2015).

O milho e o sorgo séao bastante utilizados no Estado do Tocantins no
periodo de seca como complemento alimentar na forma de silagem ou in natura.

A conservagdo de forragem através da ensilagem, embora mais dispendiosa do
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que o uso direto de pastagem, ja € considerada recomendada e viavel nos
periodos de estiagem (PEREIRA et al., 2008).

O avanco na nutricdo de ruminantes € bastante expressivo. Entretanto,
este progresso, na maioria das vezes, baseou-se em determinacfes empiricas
que desconsideravam as multiplas inter-relacdes microbianas no rimen, uma vez
gue o tipo de alimento altera a populacdo de microrganismos, taxa de passagem
do alimento, a motilidade e a velocidade de absorcdo dos nutrientes com impacto
sobre a digestdo dos ruminantes (BERCHIELLE; PIRES; OLIVEIRA, 2011).

2.2.2 Atividade microbiol6égica no rimen

O sistema digestivo dos animais ruminantes favorece a existéncia de
populacbes microbianas constituidas por bactérias, protozoarios e fungos
anaerodbicos, que oferecem a funcdo de fermentacdo de alimentos fibrosos. O
ramen fornece um ambiente favoravel ao desenvolvimento continuo da populacéo
microbiana, atuando como camara de fermentacéo, pelos seguintes fatores: a)
temperatura média de 39° C; b) anaerobiose; c) pH tampdo em torno de 6,8; d)
entre outros (BERCHIELLE; PIRES; OLIVEIRA, 2011).

As bactérias atuam em funcao dos substratos utilizados e dos produtos
de fermentacéo, e séo classificadas: a) digestoras de celulose ou celuloliticas; b)
digestoras de amido ou amiloliticas; c) digestoras de hemicelulose; d) bactérias
fermentadoras de aclcares; €) bactérias que utilizam acido; f) archaeabactérias
metanogénicas; g) bactérias digestoras de proteina ou proteoliticas; h) bactérias
digestoras de gordura ou lipoliticas; i) bactérias que hidrolisam a ureia; e j)
bactérias produtoras de aménia a partir de compostos nitrogenados (LANA,
2005).

Nos animais ruminantes parte dos carboidratos sofre fermentacao
microbiana no rimen (acdo das enzimas celulase, celobiase, amilase, sacarase,
dentre outras), a figura 8 exemplifica 0 esquema da fermentacéo de carboidratos

no ramen.
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FIGURA 8 - Fermentacéo de carboidratos no rimen.
FONTE: adaptado de LANA, 2005.

A maior parte da celulose é digerida no ramen (70 a 90% do total
digestivel), outros 10 a 30% sao digeridos no intestino grosso (Tabela 3).

TABELA 3 - Ingestdo e desaparecimento da celulose no ramen.
Desaparecimento da celulose

Celulose _ _
_ _ _ ingerida (%)
Dieta ingerida

_ . Intestino Intestino
(g/dia) Rumen
Delgado  Grosso

Feno picado 249 91 0,2 0,8
Capim verde 223 93 -4,2 10,8
Feno (67%), cevada (33%) 179 84 0,4 15,5
Feno (33%), cevada (67%) 107 56 14,4 29,4

FONTE: adaptado de LANA, 2005.

2.2.3 Residuo da Linha Verde de frigorificos

A pecuaria € uma forma de exploracdo concentradora de dejetos
animais, que possuem grande carga poluidora do solo, ar e dgua. As aguas
residuarias do processamento de animais como nos abatedouros, sao bastante
poluidoras e podem conter gordura, sélidos organicos e inorganicos. Os residuos
da linha verde dos abatedouros ou frigorificos de bovinos séo constituidos por
esterco da lavagem dos currais, conteudo estomacal (rumen, tripa ou seja, todo
conteudo da panga do animal), conteudo intestinal, o que confere a cor verde a
este residuo (MATOS, 2005).
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O residuo liquido proveniente da filtragem de todo o despejo da linha
verde, apos a filtragem e separacdo da parte soélida, que segue para a
compostagem, necessita de um tratamento prévio para atender as exigéncias da
legislacdo ambiental, Resolugdo do CONAMA n° 430/2011 (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2011), que dispbe sobre as condicbes e padrbes de
lancamento de efluentes, pois € de extrema importancia diminuir os riscos de

contaminacéo dos efluentes antes do langamento no corpo receptor.

2.3 ETANOL DE 1° E 2° GERACAO

O alcool etilico ou etanol (C,HsOH) € produzido hd muitos anos pela
fermentacdo dos acUcares encontrados em produtos vegetais como grdos de
milho, cereais, beterraba e cana. Este é o etanol conhecido como etanol de
primeira geragdo, ou Etanol 1G, visto que grande parte do etanol industrial
produzido atualmente € por meio da sacarificacdo do amido de milho,
principalmente nos EUA (Estados Unidos da América) e por meio da fermentacao
do caldo de cana-de-acucar no Brasil (BASTOS, 2007).

Existem dois tipos de etanol o &lcool anidro, que é praticamente puro,
com um teor alcodlico entre 99,3 e 99,8 (v/v), utilizado atualmente como aditivo na
gasolina, e o alcool hidratado que contém um teor alcodlico entre 92,6 e 93,8
(v/v), que é produzido e comercializado para ser utilizado puro nos motores
(SCANDIFFIO, 2005).

A producdo de bioetanol a partir da biomassa lignocelulolitica é
conhecida como a segunda geracédo de biocombustiveis, ou Etanol 2G, e em seu
processamento sdo envolvidas tecnologias avancadas e promissoras (BASTOS,
2007).

2.4 COMPOSICAO DE BIOMASSA LIGNOCELULOLITICA

A maior parte da composicdo das biomassas lignoceluloliticas € de
celulose e hemicelulose, aproximadamente 60-70%, o que pode variar entre 0s
diversos tipos de biomassa, pois depende de fatores como origem, composi¢ao e
estrutura (LIMAYEM; RICKE, 2012; LEE, 1997). Sdo complexos polimeros de
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carboidratos que contém lignina, celulose, hemicelulose, proteinas e cinzas. Ha
também outros compostos, em menor quantidade, como extrativos nao
nitrogenados (ENN), amido e acidos graxos (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK;
FAAIJ, 2005). A proporcdo de cada componente difere de planta para planta
(Tabela 1).

TABELA 1 - Composicdo morfologica de algumas espécies lignoceluloliticas
(valores em %).

Celulose Hemicelulose Lignina Referéncias

Hayn et al., (1993); Georgieva et

Bagaco de cana 42,7 21,6 18,4 al., (2008); Pandey et al., (2000).
Hayn et al., (1993); Saha; Cotta
Palha de Trigo 36,5 20,6 17,6  (2006).
Esteghlalian et al., (1997); Saha;
Palha de milho 36 23,9 17,8 Cotta (2006).
Palha de Arroz 34,7 25,9 17,5 Karimi et al., (2006); Lee (1997).

Na Figura 1, esta representado um desenho esquemético da estrutura

das fibras dos vegetais lignoceluloliticos.

FIGURA 1 - Estrutura simplificada das fibras de material lignocelulolitico.
FONTE: VASQUEZ (2007).

A fracéo celuldsica é um polimero linear de celobiose (dimero glicose-
glicose) (figura 2), que compreende aproximadamente 40-60% da matéria seca, e
a posicdo das ligacbes e as pontes de hidrogénio adicionais, tornam este

polimero rigido e dificil de ser quebrado. A hidrolise da celulose gera glicose, um
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acucar de seis carbonos, cuja fermentacdo pelo Saccharomyces cerevisiae gera
como produto o etanol (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

OH OH OH OH
OH OH
H Hi HO
o 0 OH OH oH 0
oH OH OH
\ V 4 1l

Celobiose
FIGURA 2 - Estrutura molecular da celulose, formada por varias unidades consecutivas de
celobiose.
FONTE: adaptado de FURLAN (2009).

O alto grau de cristalinidade da celulose e sua capacidade de formar
fibras tornam sua estrutura impenetravel a 4gua, e quanto maior a sua propor¢ao
cristalina, maior é a resisténcia ao ataque enzimatico (FURLAN, 2009).

A estrutura da fibra vegetal é formada devido a ocorréncia das ligacdes
de pontes de hidrogénio entre os grupos de hidroxilas (celulose), formando as
microfibrilas. Estas, por sua vez, se agregam em fibrilas mais robustas, as
macrofibrilas (fibras), que se alinham para formar as paredes das células vegetais
(LACERDA, 2012). O esquema de formacdo da parede da célula vegetal esta
didaticamente esquematizado na Figura 3.

Parede Celular

Célula Vegetal

Microfibra
OH \ OH
HO OH\ -
Ho_ﬁ*’%o A oH 4
HO O/ HO
OH OH ‘1 OH
CELULOSE

FIGURA 3 - Fibras de celulose na parede das células vegetais.
FONTE: adaptado de FURLAN (2009).
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As hemiceluloses sao polimeros ramificados compostos por
polissacarideos com baixa massa molecular, depositada na parede celular em um
estagio anterior a lignificacdo. Sua estrutura apresenta ramificacdes e cadeias
laterais que interagem facilmente com a celulose, contribuindo para a rigidez da
parede celular das plantas em tecidos lignificados. Apresenta maior
susceptibilidade a hidrolise &cida, devido ao carater relativamente amorfo, com
grande polidispersidade e grau de polimerizacéo inferior a celulose. E composta
por unidades diferentes de acucares tais como, manose, galactose, xilose,
arabinose, etc, podendo ainda apresentar quantidades varidveis de acidos
urdénicos e desoxi-hexoses (KOOTSTRA et al., 2009).

A hemicelulose, também chamada de poliose, ndo € um composto
propriamente quimico, mas sim uma classe de componentes poliméricos
presentes em vegetais fibrosos, onde cada componente possui propriedades
peculiares (AGBOR et al., 2011; VASQUEZ, 2007).

Agbor et al., (2011) discutem que gracas a combinacao dos diversos
acucares e pelo fato de ser uma molécula amorfa, a hemicelulose é mais solavel
em agua e mais facil de ser degradada que a celulose e a lignina. E possivel que
a hemicelulose funcione como um revestimento as fibrilas de celulose dentro da
célula vegetal, por conseguinte, propfe-se que pelo menos 50% da hemicelulose
sejam removidos, para aumentar de forma significativa a digestibilidade da
celulose. A figura 4 demonstra alguns dos acucares que compdem as unidades

de hemicelulose.
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FIGURA 4 - Aclcares que compdem as unidades de hemicelulose.
FONTE: MORAIS et al. (2005).

A lignina ndo possui moléculas simples de acucar e ndo € interessante
para a producdo de bioetanol por vias fermentativas, mas desempenha papel
muito importante, pois forma uma matriz rigida que comporta as fibras de celulose
e hemicelulose, formando uma barreira a umidade e microorganismos, além de
dar a funcdo de coesado as células vegetais (BURTON; GIDLEY; FINCHER |,
2010).
lignoceluloliticos (AGBOR et al., 2011) e representa 10-25% de todos os materiais

Trata-se da macromolécula mais importante entre os materiais
lignoceluloliticos, sendo que todo processo de producéo de etanol, tera a lignina
como residuo (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

A fibra de lignina apresenta entraves para 0s processos industriais,
logo, para possibilitar o uso de materiais lignoceluloliticos em processos
biotecnolégicos, torna-se necessario remover a lignina, que pode ser utilizada na
producdo de quelantes por oxidagdo enzimatica, compor adesivos pela extracao
da lignina de madeiras, producéo de vanilina que é utilizada na criacdo de aromas
artificiais, e muitos outros processos, ou seja, a lignina possui caracteristicas
importantes para a induastria quimica (GONCALVES; OVIEDO, 2002; EL
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MANSOURI; SALVADO, 2006; PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL,
2001).

A lignina também possui efeitos prejudiciais, apesar de ser considerada
uma barreira fisica da célula vegetal, pois pode causar adsorcao irreversivel das
enzimas hidroliticas sobre as ligninas; perturbacdo e adsorcao (ndo-produtiva)
das enzimas celuloliticas sobre complexos lignina-carboidrato; e toxicidade dos
derivados da lignina aos microrganismos (AGBOR et al., 2011).

De acordo com Hamelinck; Van Hooijdonk; Faaij (2005) a hemicelulose
e a lignina atuam como uma capa protetora ao redor da celulose, que deve ser
removida antes do processo de hidrélise para producéo de etanol, pois a estrutura
cristalina da celulose a torna insollivel e resistente ao ataque de enzimas.
Portanto, para tornar o processo de hidrdlise e producdo de acucares eficiente e
economicamente viavel € necessario submeter a biomassa a um processo de pré-

tratamento.

2.5 PRE-TRATAMENTO

O pré-tratamento da biomassa € 0 processo mais importante na
producdo de biocombustiveis (SARKAR, 2012). Tem a funcdo de aumentar a area
de superficie da biomassa modificando as microfibras de celulose, ou seja,
reduzindo sua cristalinidade, removendo hemicelulose e lignina, para torna-la
digerivel por enzimas (Figura 5). A modificagdo nas caracteristicas estruturais da
matriz lignocelulolitica pode ser realizada por varios tipos de pré-tratamentos, 0s
quais sao classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biologicos. O pré-
tratamento deve ser escolhido com base no componente que se deseja isolar, e
se serd mantida ou ndo a sua integridade fisica (LYND; ELANDER; WYMAN,
1996).
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FIGURA 5 - Efeito do pré-tratamento em materiais lignoceluloliticos.
FONTE: adaptado de SANTOS et al. (2012).

Lee (1997) discute que o pré-tratamento € uma das etapas mais
onerosas do processamento de biomassa para producdo de etanol. O pré-
tratamento sO sera considerado habil se a acessibilidade ao ataque das enzimas
for maximizada e a formacdo dos co-produtos inibidores for minimizada.
Entretanto, sé sera considerado ideal se: proporcionar uma boa desagregacao da
estrutura do material lignocelulolitico; evitar a formacdo de produtos que
degradam os acucares; impedir a formacdo de microrganismos inibidores da
fermentacdo; ndo produza residuos solidos; tenham um grau simples de
operacionalizacao e; que tenham um custo operacional reduzido (MOSIER et al.,
2005; SUN; CHENG, 2002; LYND; ELANDER; WYMAN, 1996).

Alguns autores, tais como Sun e Cheng (2002), Mosier et al. (2005),
Balat (2011) e Sarkar et al. (2012), Santos et al. (2012), Hamelinck; van
Hooijdonk; Faaij (2005) estudaram e aperfeicoaram alguns métodos de pré
tratamento (Tabela 2), a citar: exploséo a vapor, explosdo com aménia (AFEX),
explosdo com CO,, que sdo exemplos de processos fisico-quimicos de pré-
tratamento. Os tratamentos quimicos incluem hidrélise com acido diluido, por
meio alcalino, ozondlise, deslignificacdo oxidativa e 0s processos de pré-
tratamento Organosolv. Os processos biolégicos sao utilizados em uma
frequéncia menor, mas nem por isso sdo menos importantes, e envolvem, em sua

maioria, o uso de fungos.
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TABELA 2 - Processos de pré-tratamento da biomassa para posterior hidrolise
enzimatica.

i Reagente ) Tempo de Temperatura
Pré-tratamento o Descricéo . .
Quimico Reacéao /Presséo

Utiliza agua quente e alta pressao (pressdes

Tratamento ) o .
Térmi N&o acima do ponto de saturag¢do) para hidrolisar  45s -4 min. 190-230°C
érmico
a hemicelulose.
Exploséo a A biomassa triturada é tratada com vapor, .
N&o ) . 2 min. 160-269°C
vapor seguido de uma rapida descompressao.

) ) . 3 Utiliza acido sulfurico, cloridrico, ou nitrico
Hidrdlise Acida Acido . 2-10 min. >160°C
concentrados ou diluidos.

Hidrdélise Utiliza bases como hidroxido de sédio ou )
) Base 2-10 min. 160-260°C
Alcalina calcio.
Exploséo a o )
Acido Adigdo de H2SO4 ou CO-, - 160-220°C

vapor catalisada

) Exposi¢do & aménia liquida a alta
AFEX (ammonia ) .
. . Amodnia  temperatura e pressao por certo tempo, 30 min. 90°C
fiber explosion) _ . .
seguida de uma rapida descompressao.

Exploséo de

CO2 Similar a explosao a vapor. - 56,2 bar
CO2

FONTE: adaptado de (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Em experimentos com H,SO, diluido constatou-se que foram
alcancadas altas taxas de hidrolise; em tratamentos com NaOH e Ca(OH).
verificou-se a remocdo de grupos acetil da hemicelulose e também houve
remocao da lignina, diminuindo o impedimento estérico provocado por tais grupos
e aumentando o acesso da enzima a fibra (ALVIRA et al., 2010).

Nada obstante a existéncia de varios tipos e métodos de pré-
tratamento, ndo ha evidéncias de que algum deles atingiu um nivel técnico
superior e suficientemente com alto rendimento, para que seja tomado como uma
técnica altamente viavel em escalas comerciais. Na maioria dos casos uma
técnica é utilizada para complementar outra e aumentar a eficiéncia da primeira,

ou seja, uma técnica de moagem pode ser empregada para melhorar o pré-
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tratamento por explosdo a vapor em funcdo da redugdo no tamanho das
particulas da biomassa (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Ainda no tocante a escolha do tipo de pré-tratamento ao qual a
biomassa sera submetida Taherzadeb; Karimi (2007) mencionam que o método
escolhido para o pré-tratamento deverd ser compativel como 0 método
selecionado para a hidrolise da celulose. Como exemplo, um método de pré-
tratamento alcalino ndo é sugerido no caso de uma hidrélise acida.

A inexisténcia de um processo de pré-tratamento pode inferir em uma
hidrdlise lenta e com rendimentos inferiores a 20% do valor te6rico (LYND et al.,
2002; TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

2.5.1 Processo alcalino

O pré-tratamento alcalino consiste na remoc¢édo da lignina da biomassa,
para que seja reduzida a cristalinidade da celulose, e que esta fique disponivel a
enzima. Trata-se de um dos processos quimicos de pré-tratamento mais
estudados, pois separa as ligagdes entre lignina e carboidratos, reduz o grau de
polimerizacdo e porosidade da matéria prima (SARKAR et al.,, 2012; SUN;
CHENG, 2002).

As bases mais utilizadas neste processo sdo hidroxido de sédio,
potassio, calcio e amdnio, sendo que sado utilizadas menores temperatura e
pressao, quando comparado com outros processos. O efeito do pré-tratamento
alcalino varia de acordo com as concentracdes de &lcalis empregadas, tempo
reacional, bem como das combinacbes de pH e temperatura em condi¢des
moderadas (SARKAR et al., 2012).

2.6 HIDROLISE ENZIMATICA DE MATERIAL LIGNOCELULOLITICO

A hidrélise € um processo que visa 0 maximo aproveitamento dos
polimeros da biomassa, quebrando as macromoléculas de celulose e
hemicelulose, e oferecendo a possibilidade, de maneira seletiva, de converséo de
hemicelulose em monossacarideos (principalmente xilose e manose) e de
celulose em D-glicose (ARAUJO; WANG, 1980).
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A hidrélise enzimatica jaA esta bastante consolidada e seu uso €
bastante vantajoso devido a alta especificidade das reacbes enziméticas, em
razdo das condicbes amenas de reacédo, além de ter pouca modificacdo quimica e
formacdo de subprodutos. A hidrélise enzimatica ocorre mediante contato direto
da enzima com a biomassa, para entdo poder catalisar a hidrolise (CHANG;
HOLTZAPPLE, 2000).

Para Lehninger (1991) a conversdo enzimatica da celulose para glicose
ocorre devido as especificidades das enzimas que degradam a celulose, que sdo
chamadas de enzimas celuloliticas ou de celulases. Para que ocorra total quebra
da celulose durante o processo de hidrélise sdo necessarios trés tipos de
celulase: endocelulase, celobio-hidrolases e B-glicosidase.

Cada celulase tem papel fundamental na degradacdo da celulose. A
endocelulase quebra a cadeia de celulose nas regibes amorfas aleatoriamente, o
que produz oligbmeros curtos (ou seja, ficam expostas mais extremidades). A
celobiohidrolase se liga nas extremidades das cadeias e forma em carater mais
importante, glicose e celobiose. Em seguida, a B-glicosidase cliva a celobiose e
libera duas moléculas de glicose (BALAT, 2011; TAHERZADEH; KARINI, 2007;
ZHANG; LYND, 2004). Este esquema esta disposto na Figura 6.

34



Celulose

- - .
T -'_:__._ -
- phen s R~ tntiel
endocelulase
(1.4- P glican glicanohidrolase)
e o L_ J ¥ ‘-’”_"1-—

———— e e T t"A_'_—""
celobio - hidrolases l

(1,4- ﬁ glican cefotxohfdmfase)
- . . i P e—

H‘-——""—""

- .
»—
-
-— -“.
l - glicosidase (celobiase)
I'\
Glicose

FIGURA 6 - Esquema simplificado da hidrolise por celulases.
FONTE: adaptado de FURLAN (2009).

A hidrolise enzimatica ndo leva a formacdo de residuos téxicos da
catalise tais como, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (CHANG;
HOLTZAPPLE, 2000). Alguns fatores podem afetar o processo de hidrdlise da
celulose, como a atividade da celulase que é influenciada pela temperatura, pH,
concentracdo do substrato e outros parametros. Logo, € muito importante que
sejam otimizados os processos de hidrélise reforcando a atividade das enzimas,
pois isto melhora, substancialmente, o rendimento do processo (SUN; CHENG,
2002)

Séo fatores que influenciam para a recalcitrancia dos materiais
lignoceluloliticos no momento da hidrolise: grau de polimerizacéo e cristalinidade
da celulose; a area superficial acessivel da biomassa; protecdo da celulose pela

lignina; caracteristica heterogénea da biomassa e; revestimento da celulose pela
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hemicelulose (MOSIER et al., 2005; AGBOR et al., 2011). A heterogeneidade da
biomassa influencia diretamente na hidrolise enzimética (BERLIN et al., 2006).

2.7 FERMENTACAO DO HIDROLISADO

A fermentagdo da glicose é, em suma, realizada por meio do uso da
levedura Sacharomyces cerevisiae, que ja € bastante utiliza no meio industrial por
ter apresentado melhores resultados de desempenho na conversao de glicose a
etanol e melhores rendimentos no que tange a produtividade (LEE, 1997). A partir
do momento que os inibidores sédo controlados, a fermentagcdo ocorre sem
maiores problemas (LIMAYEM; RICKE, 2012).

Os acucares liberados apds o processo de hidrélise sdo formados por
uma mistura de hexoses e pentoses, e para que a conversao da biomassa a
etanol seja sustentavel e economicamente viavel torna-se necessario a utilizacdo
de linhagens capazes de fermentar ndo somente glicose, mas também outros
acucares tais como xilose e arabinose (HAHN-HAGERDAL et al., 2006)

2.8 ETANOL, SOCIEDADE E O MEIO AMBIENTE

O setor de transporte é 0 que mais cresce nos paises em
desenvolvimento, visto que a demanda mundial por petroleo tende a crescer
substancialmente até 2030, especialmente em paises populosos e em expansao
como China e india (FULTON, 2004). Portanto, encontrar fontes complementares
e substitutas a gasolina e ao diesel é uma questdo de seguranca e de estratégia
global.

O etanol causa menos impacto ao meio ambiente, em caso de
vazamentos, que o petrOleo e seus derivados. Trata-se de um combustivel
biodegradavel, miscivel em agua, higroscépico e volatil quando exposto ao ar.
Visando reduzir a emissdo de poluentes por veiculos automotores, adiciona-se,
em meédia 22% de alcool etilico anidro combustivel a gasolina, mundialmente
conhecida como gasolina brasileira, pois 0 pais € o que adotou um percentual
maior de etanol adicionado a gasolina (CORDAZZO; MALISKA; CORSEUIL,
2000).
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Strapasson e Job (2006) alertam que, devido ao aumento das
preocupagcdes ambientais, o etanol torna-se uma alternativa bastante vantajosa
em relacdo aos combustiveis fosseis, em especial a gasolina, pois a emissao de
gases poluentes geralmente séo inferiores as geradas por combustiveis derivados
do petroleo. Os gases poluentes provenientes de emissdes pelos motores de
automoveis causa sérios danos a qualidade do ar nas cidades.

O etanol é uma das melhores ferramentas para combater a poluicdo
urbana veicular e pode, inclusive, melhorar os horizontes econdémicos do
agricultor, pois o uso de biomassa para producdo do bioetanol traz vantagens
para o desenvolvimento econdmico do produtor, por meio de técnicas
sustentaveis de retirada da matéria prima, dando inicio a uma condicdo de vida
melhor (STRAPASSON; JOB, 2006).

Para Chandel et al., (2007) o bioetanol pode dar um impulso de 20-
30% na reducdo dos gases prejudiciais a saude humana em grandes centros
urbanos. Contudo, o0 uso do etanol também incita danos ao meio ambiente devido
a emissao de aldeidos (principalmente acetaldeido) quando comparado com a
gasolina; porém os danos causados a saude humana pelos aldeidos sdo bem
menores em relacdo aos formaldeidos emitidos pelos motores a gasolina, este
pode causar danos na pele como rachaduras, necrose, desidratacdo e outras
alteracdes.

O setor da agroenergia evidencia um novo modelo para a producédo de
energia e abre caminhos para a modernizacao da agricultura no mundo, expondo
a cada pais, desenvolvido ou ndo, que ha maneiras para ndo depender
internacionalmente do petréleo. Portanto, a agroenergia surge para promover uma
maior distribuicdo de renda entre os paises, reduzir conflitos internacionais
ligados a producdo e consumo de energia, € mostrar que € possivel conviver em
harmonia com o desenvolvimento sustentavel e a geracdo de empregos,
principalmente no meio rural (STRAPASSON; JOB, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DO PROJETO

A figura 9 mostra o fluxograma onde estdo representadas as vias

executadas neste trabalho para a obtencdo de acUcares e bioetanol a partir de

biomassa lignocelulolitica.
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FIGURA 9 - Fluxograma de converséo de residuo lignocelulolitico em aguUcares fermentesciveis e

etanol.
Fonte: préprio autor.
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3.2 PREPARACAO DO MATERIAL

3.2.1 Aquisicao da biomassa

Neste trabalho foi utilizado o residuo proveniente da linha verde do
abate de bovinos. As amostras foram gentiimente fornecidas pela empresa
COOPERFRIGU (Cooperativa dos Produtores de Carne de Gurupi) durante o
desenvolvimento do projeto.

As amostras soélidas foram coletadas logo apds a passagem de todo o
liquido proveniente da linha verde nas peneiras hidrodindmicas, como mostrado
na figura 10a. As amostras liquidas foram coletadas em um tanque (figura 10b),

antes de seguirem para as Lagoas de tratamento.

PENEIRAS

Tanque onde
despeja-se o l
liguido

FIGURA 10 - (a) detalhe da peneira hidrodindmica de separacdo do conteldo da Linha Verde,
todo o residuo entra na estrutura, € na “carretinha” coleta-se a parte sélida que segue para
compostagem e no tanque (que estd em constante movimentagéo) recolhe-se o conteudo liquido;
(b) coleta do residuo liquido.

FONTE: proprio autor.
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3.2.2 Nomenclatura das amostras

Para a realizacdo deste trabalho optou-se pela divisdo da amostra
sélida coletada no frigorifico em amostra solida sem pré-tratamento (SI) e amostra
solida com pré-tratamento (SII), mostrada na figura 11b. A amostra liquida (figura
11a) foi novamente filtrada em peneira granulométrica em inox de malha fina 0,02
mm, obtendo-se mais dois tipos de amostras, a amostra liquida (Li) e o residuo
que ficou na peneira, chamado de solidos suspensos (Ss). A tabela 4 sistematiza

a nomenclatura das amostras adotada neste trabalho.

TABELA 4 - Nomenclatura adotada para as biomassas analisadas.
Nomenclatura

Biomassa Lignocelulolitica

adotada
Solida sem pré-tratamento Sl
Sdlida com pré-tratamento Sl
Liquida Li
Solidos suspensos Ss

FIGURA 11 - (a) amostra liquida, com detalhe para a decantagao dos sélidos suspensos, material
gue compds a amostra denominada (sélidos suspensos); (b) amostra sélida.
FONTE: proprio autor.
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As analises realizadas neste trabalho ocorreram gracas a parceria
entre os seguintes laboratérios da Universidade Federal do Tocantins, Laboratorio
de Pesquisa em Quimica (LAPEQ); Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia

Ambiental e; Laboratorio de Instrumentacao Cientifica.

3.2.3 Preparo inicial da biomassa

Assim que chegaram ao laboratério as amostras, liquida (Li) e sdlida
(SI e Sll) foram levadas a autoclave a 121° C por 20 minutos, a fim de inibir a
possivel acdo de bactérias ou fungos, que por ventura estivessem na biomassa, e
que poderiam, portanto, causar maleficios a salde ou agir como inibidores
durante os procedimentos de andlise.

A amostra liquida (Li) foi filtrada para obtencdo da biomassa de sélidos
suspensos (Ss) e posteriormente congelada até o momento de sua preparacdo
(correcao do pH) para hidrélise enziméatica. A amostra de solidos suspensos (Ss)
foi desidratada em estufa a 65° C até massa constante.

Toda a amostra sélida (Sl e Sll) foram desidratadas em estufa a 65° C
até peso constante e trituradas em moinho de facas com peneiras de 1 (um)
milimetro (mm) de didmetro. As amostras sélidos suspensos (Ss) e sélidas (Sl e
SIl) foram acondicionadas em sacos plastico e mantidas em dessecador com
silica-gel até o momento das analises. Parte da amostra solida passou por um

pré-tratamento alcalino, que sera descrito adiante.

3.2.4 Pré-tratamento

Além do pré-tratamento em autoclave realizado em todas as amostras
como relatado anteriormente, foi também realizado pré-tratamento quimico
(MENEZES e HENNIES, 1991) em parte da amostra soélida (Sll).

O material amostra solida (Sll) foi pré-tratado utilizando uma solugéo
de hidréxido de sodio 4%, 1:20 (m/v), em autoclave a 121° C, por 15 minutos, nas
seguintes condicdes de reacdo: 100 (cem) gramas (g) de biomassa (base seca),
com 2000 mililitros (mL) de solucdo de hidroxido de sodio a 4%, 1:20 (m/v). O
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material obtido, foi levado a um pH 2,0 (dois), por 30 minutos, utilizando acido
fosférico PA e logo neutralizado com hidréxido de sédio PA (97%).

O material foi filtrado, e em seguida um volume proporcional de agua
destilada foi adicionado ao volume do material soélido lignocelulolitico e essa
mistura foi novamente autoclavada a 121° C por 15 minutos, a suspenséo foi
filtrada e o material sélido desidratado em estufa a 65° C até massa constante,
obtendo-se assim a biomassa seca pré-tratada. Este procedimento foi realizado

com a finalidade de tornar a celulose mais acessivel ao ataque enzimatico.
3.3 CARACTERIZAC}AO DAS AMOSTRAS
3.3.1 Determinacéo do teor de celulose

A determinacao do teor de celulose se deu com base em adaptacoes
dos trabalhos realizados por RODRIGUES (2010) E PINTO; CALLONI; SILVA
(2013).

Para a quantificacdo de celulose presentes nas biomassas utilizadas,
pesou-se acuradamente 1 (um) grama (g) das amostras em tubo de ensaio, e
adicionou-se reagente acido (composto por 72,73% de acido acético glacial,
18,18% de agua destilada e 9,09% de acido nitrico). Os tubos de ensaio foram
tampados e levados ao banho Maria por 30 min. Apos este processo, 0s tubos
foram retirados do banho Maria e adicionou-se alcool etilico.

Apbs o resfriamento procedeu-se com a filtracdo a vacuo, sendo que o
material foi lavado com etanol, tolueno e éter sulfirico todos quentes. Apos a
filtracdo o papel de filtro com a amostra foi colocado em um cadinho (previamente
calcinado) e levado a estufa a 105° C, por 4 horas. Passado o tempo o sistema
(cadinho; papel de filtro e amostra) foi pesado e em seguida submetido a
calcinacdo em forno mufla a 550° C.

O teor de celulose foi determinado com base na equagédo descrita a

seqguir:
Celulose (%) = [%+m] x 100 (Eqg. 1)
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Onde:

Mi: massa do cadinho + papel + amostra;

P: massa do papel de filtro (papel quantitativo);
Mf: massa do cadinho+ cinzas;

MA: massa da amostra.

3.3.2 Determinacdao do teor de lignina

O teor de lignina foi estimado com adaptacdes realizadas com base
nos procedimentos descritos por Morais; Rosa; Marconcini (2010), onde, sdo
adicionados 17 mililitros (mL) de acido sulfurico 72% em acuradamente 1 (um)
grama (g) de amostra seca e, apos 15 minutos de agitacao vigorosa e cuidadosa,
comecou-se a marcar 24 horas de espera para o inicio da proxima etapa. Depois
de decorrido esse tempo, adicionou-se agua destilada até a diluicdo do &cido
sulftrico a 4%, e o conteudo foi transferido, quantitativamente, para um baldo e
levado a manta aquecedora por um periodo de 4 horas.

Transcorrido o tempo, o contetddo do baldo foi filtrado a vacuo e o
baldo foi sendo lavado com mais 4gua destilada, sob agitacdo constante, para
evitar perda de precipitado. O conteudo retido no filtro foi lavado com mais agua
destilada até que o pH do filtrado ficasse neutro. Em seguida, o filtrado foi mantido
em estufa a 105° C até peso constante, posteriormente em mufla a 550° C a fim
de se obter o teor de cinzas dado pela equacéo 2 e teor de lignina pela equacao
3.

Teor de Cinzas % = (MFI\C/[;MF) x 100 (Eg. 2)
Teor de Lignina % = (MF;;MF X 100) —TC% (Eq. 3)

Onde:
MF: massa do funil limpo e seco;
MA: massa da amostra;

MFL: massa do funil + lignina (apds secagem em estufa);
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MFC: massa do funil + cinzas (apés calcinacdo em mufla);
TC%: teor de cinzas.

3.4 HIDROLISE ENZIMATICA

Nesta etapa do trabalho as reacfes de hidrélise enzimética foram
realizadas visando a producéo de acucares fermentesciveis, visto que esta é a
primeira etapa para producédo do etanol 2G. Assim, submeteu-se diretamente a
amostra liquida (Li) a hidrélise enzimatica, ap0s a correcdo do pH da mesma com
acido cloridrico (HCI) que ficou entre 4,75-5,25. A amostra solida (Sl) foi dividida
em duas parcelas, ficando amostra sem pré-tratamento (SI) e amostra com pré-
tratamento (Sll), que foram submetidas a hidrélise, bem como a amostra de
sélidos suspensos (Ss), apds correcdo do pH e ajustes na temperatura.

A enzima utilizada na etapa de hidrolise enzimética foi a Cellic CTec2,
batch VCNIO013, que foi uma doacdo cortés da empresa Novozymes Bioenergy
ao Laboratorio de Pesquisa de Quimica da Universidade Federal do Tocantins.

De acordo com descricbes da empresa, esta enzima € um complexo de
celulases agressivas (com alto percentual de B-glucosidase e hemicelulase) que
visa degradar celulose em agucar fermentescivel.

Para inicio da hidrélise enzimética colocou-se as amostras em
erlenmeyer e corrigiu-se o pH de todas as amostras, até aproximadamente 5,0
(cinco). O conjunto foi encaminhado para a incubadora tipo Shaker conforme
figura 12, com temperatura na faixa de 50-55° C e agitagdo de 200 rpm,
adicionando-se entdo a enzima comercial celulase CTec2 (12uL), o sistema ficou

encubado por 72 horas.
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FIGURA 12 - Detalhe da Incubadora refrigerada Shaker no inicio da hidrélise.
FONTE: proprio autor.

ApOs este processo a solucdo foi filtrada, sendo que a biomassa
residual foi descartada e aliquotas do liquido filtrado, onde se encontram os
carboidratos, foram estocadas em tubos eppendorf, em freezer a -20° C, para
posterior andlise de aclUcares por cromatografia liquida (CLAE). O restante do
liquido foi submetido a fermentacéo.

3.5 FERMENTACAO

Apés a sacarificacdo da celulose em glicose durante a hidrélise
enzimatica, a fase liquida foi fermentada com a estirpe comercial da levedura
Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann®) empregada no processo de
panificacao.

O pH de todas as amostras foi ajustado para 5,5 e adicionou-se
aproximadamente 0,09 gramas (g) da levedura Saccharomyces cerevisiae, em 20
(vinte) mililitros (mL) de amostra hidrolisada, permanecendo em reacdo a

aproximadamente 30° C por 24 horas.
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Nenhuma alteracdo do meio foi feita para o processo fermentativo,

como utilizacdo de sais e nutrientes para enriquecimento do meio.
3.6 QUANTIFICACAO DOS ACUCARES E DO ETANOL

Para quantificacdo dos acUcares redutores obtidos na hidrélise e o
etanol obtido apds a fermentacao utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). As analises foram realizadas em um cromatografo liquido
de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10 Series Avp; desgaseificador: DGU-14A,
integrador: CLASS LC-10), com eluicao isocratica, pelo bombeamento (LC-10AD)
de uma fase mével composta de 5 mM de acido sulfurico em agua ultrapura
(destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de 0,6 mL/min, a 35°C (forno de
coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de 25 minutos. A deteccao se deu
em detector de indice de refracdo (Shimadzu, modelo RID-10A).

Uma aliquota de 20,0 yl da amostra foi injetada manualmente (injetor
Rheodyne - iL malha 20) em coluna de excluséo ibnica da marca Phenomenex
Rezex ROA-Organic Acid H+ (300 x 7,8 mm) com conex&o direta a um cartucho
de seguranca Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com material
semelhante ao da coluna principal. Padrdes, de cada substancia, foram utilizados
para construcdo das curvas de calibragcdo, que forneceram as equacoes,
utilizadas para calcular as concentracdes de cada substancia a ser determinada.

As amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste Tukey a 1% de probabilidade.

Considerando o total de celulose na amostra, e sua massa inicial, foi
possivel calcular o rendimento das reagfes de hidrélise. Para isso, tomaram-se 0s
valores maximos obtidos da concentracdo de glicose e o fator de conversédo de
glicose em celulose, tal qual Silva (2013); Lu et al., (2013); Oliveira (2010). Os
calculos do rendimento da hidrélise foram realizados pela seguinte equacgéo:

RH (%) = 20,9 x 100 (Eq. 4)
[Cel]

Sendo:
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RH (%): rendimento da hidrolise;
[Gli.]: concentragéo de glicose da biomassa (g/L);
[Cel.]: concentracéo de celulose da biomassa (g/L);

0,9: fator de conversao da celulose.

Os teores de etanol ao final da fermentacao, obtidos a partir de andlise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE foram expressos em grama
por litro. Estes valores foram relacionados com a massa inicial de glicose obtida
na hidrolise para o calculo do rendimento de etanol.

Pra tanto, o rendimento da producgdo de etanol, em porcentagem, foi
determinado utilizando-se a relacdo estequiométrica entre a quantidade de etanol

produzido e a quantidade de glicose consumida, figura 13.

CeHi205 — 2C,H:OH + 2CO,

Glicose Etanol Didxido de
Carbono

FIGURA 13: Conversdo estequiométrica da glicose a etanol e didéxido de carbono (equacao de
Gay-Lussac).
FONTE: adaptado de LIMA et al., 2001.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOLITICA

A tabela 5 apresenta os resultados experimentais da composicao
quimica das biomassas SlI, Sll e Ss.

TABELA 5 - Composicdo da biomassa lignocelulolitica residual proveniente do
abate de bovinos.

_ _ N Composicao (% massa seca)
Biomassa Lignocelulolitica

Celulose Lignina Cinzas

Sdlida sem pré-tratamento - Sl 30,18+£059  30,51+0,38 508+042

Solida com pré-tratamento - SlI 57,04+£446 11,36+061 480+013

Solidos suspensos - Ss 27,76+032 33,69+113 597%0,19

*Valores médios + desvio médio (triplicata).

Com o intuito de verificar os teores de celulose e lignina foram
realizadas andlises do residuo de frigorifico sélido pré-tratado com solucao de
hidréxido de sédio, seguido de &cido fosforico, residuo sélido sem pré-tratamento
e residuo proveniente da filtragem do conteudo liquido, os sélidos suspensos. Os
resultados apontam que a amostra submetida ao pré-tratamento com NaOH 4%,
1:20 (m/v) a 121° C por 15 min., seguido de abaixamento do pH com &cido
fosférico por 30 min., ocasionou em uma diminuicdo de aproximadamente 2,7
vezes no teor da fracao de lignina, enquanto que a fracdo de celulose teve um
aumento de aproximadamentel,9 vezes em relacdo a amostra sélida sem pré-
tratamento.

Essa elevacao ocorreu devido ao rompimento das fibras de lignina e
hemicelulose na parte interna da biomassa, acabando por liberar mais celulose.
No pré-tratamento alcalino parte da fracdo de hemicelulose foi removida e
posteriormente a reatividade da celulose na fase da hidrélise foi significantemente

aumentada.
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Os pré-tratamentos alcalinos sdo geralmente mais eficazes na
solubilizagdo de uma maior fracdo da lignina, deixando parte da hemicelulose
insolivel (HAMELINCK; VAN HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).

Para Hahn-hagerdal et al. (2006), a fracdo de hemicelulose é alterada
durante a acdo do tratamento &cido, que promove a ruptura das fibras de
hemicelulose, gerando acucares, como xilose, em maiores quantidades. Logo, o
pré-tratamento € uma etapa importante, pois quando se trabalha com materiais
lignoceluloliticos, esta etapa pode facilitar o acesso as fibras de celulose,
promovendo modificagdes na cristalinidade das mesmas.

Vale ressaltar que os produtos da biomassa n&o foram alterados com o
pré-tratamento em autoclave a 121° C por 20 min., pois alguns autores afirmam
gue a degradacao da celulose s6 comeca a se tornar importante em temperaturas
em torno de 220° C (BOONSTRA; TJEERDSMA, 2006; LI; HENRIKSSON;
GELLERSTEDT, 2005).

A fim de se verificar a viabilidade da biomassa proveniente da linha
verde, foram realizadas algumas comparac6es com trabalhos voltados para o uso
de residuos com potencial lignocelulolitico com foco na producdo de etanol de
segunda geracdo, etanol 2G, visto que, até o momento, ndo foram encontrados
trabalhos com a mesma finalidade deste. Observou-se que o percentual de
celulose da biomassa designada neste trabalho como soélidos suspensos (Ss),
pode ser considerado baixo e o teor de lignina ficou um pouco acima dos padrées,
se comparado com outras biomassas lignoceluloliticas.

Os valores obtidos para o percentual de celulose (figura 14) da
biomassa denominada sélida sem pré-tratamento (SI) se mostraram similares a
faixa reportada em outros trabalhos que utilizaram biomassas residuais como o
bagaco de cana de acUcar, que apresenta teor de celulose em torno de 32-45%
(PANDEY et al., 2000; ALKASRAWI et al., 2003; GONCALVES et al., 2008;
RODRIGUES et al. 2010), palha de cana de acucar 36-38% (MORIYA, 2007,
OLIVEIRA, 2010), palha de arroz 40% (REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN,
1998; SUN et al., 2000) e serragem de madeira em torno de 37-62% (BARBOSA
et al., 2014).

Entretanto, o percentual de lignina para esta amostra ficou acima do

apresentado na literatura que é de aproximadamente 19-24% para o bagaco de

49



cana de acgucar (PANDEY et al., 2000) e 24-26% para palha de cana de agucar
(SILVA, 2009; OLIVEIRA 2010).

A amostra solida com pré-tratamento (Sll) apresentou teor de celulose
(57,04 %) bem acima do verificado em outros trabalhos (PANDEY et al., 2000;
ALKASRAWI et al., 2003; GONCALVES et al., 2008; RODRIGUES et al. 2010;
MORIYA, 2007; OLIVEIRA, 2010; REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN, 1998;
SUN et al., 2000; BARBOSA et al., 2014), esta expressiva quantidade de celulose
pode ser devido a natureza do capim ou mesmo silagens que sdo consumidos
pelos bovinos, trata-se de um material pouco lignificado, logo a biomassa sélida
(Sl) ja possui boa quantidade de celulose e o Pré-tratamento da Sl tornou a

celulose bem mais disponivel.

60
50
a0
B Celulose
30 o
B Lignina
20 + Cinzas

10 +

o k& |’/
Solidasem pré-  Solidacom pré-  Salidos suspensos
tratamento- 51 tratamento- Sl -55

FIGURA 14 - Percentual de celulose, lignina e cinzas das biomassas.
FONTE: proprio autor.

4.2 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS GERADOS NAS REACOES DE
HIDROLISE

Observa-se, na tabela 6, que mesmo para as biomassas que nao foram
realizados pré-tratamento houve a formacdo de glicose, ou seja, em qualquer
condicdo ocorreu clivagem das ligagbes 1,4-B-glicosidicas pela enzima Cellic

Ctec, diferindo apenas na extensdo em que ocorreram.
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TABELA 6 - Natureza dos possiveis acucares que foram encontrados ao final da
hidrélise enzimatica de biomassa residual da linha verde do abate de bovinos.

Produtos da hidrolise

_ Li SI si| Ss
da biomassa
Celobiose X X X X
Glicose X X X X
Xilose X X X -

x: detectado; -: ndo detectado.

Na clivagem da hemicelulose s&o liberadas substancias como a xilose
(SUN;CHENG, 2002), logo a falta desta substancia no produto da hidrélise
enzimatica da amostra de solidos suspensos, pode ter ocorrido devido a
inexisténcia de um pré-tratamento quimico nesta amostra. Na literatura,
menciona-se a dificuldade de encontrar microrganismos fermentadores de xilose,
sendo a bactéria gram-negativa Zymomonas mobilis uma das mais empregadas
na atualidade (LEE; HUANG, 2000). Entretanto, para os célculos do rendimento
da hidrolise deste trabalho, foram desconsiderados os valores de concentracao
encontrados para xilose, por ser esta uma substancia ndo fermentescivel pela

levedura Saccharomyces cerevisiae.

4.3 CONCENTRACAO DE GLICOSE E RENDIMENTO DA HIDROLISE
ENZIMATICA

Na tabela 7 podem ser visualizadas as concentracbes de glicose,
guantificadas através da curva padrao de glicose por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE, ap06s 72 horas de hidrolise enzimética das biomassas residuais
lignoceluloliticas, antes do processo de fermentacao alcodlica, com a finalidade
de avaliar o potencial destas biomassas para a producao de etanol.
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TABELA 7 - Concentracdes de glicose apds 72 horas de hidrolise enzimatica.
Concentracao de

Biomassa Glicose (g/L) *
sl 8,850 + 0,758 a
S| 0,179 + 0,017 b
Ss 0,148 +0,030 b
i 0,013 + 0,002 b

*Valores médios + desvio médio (triplicata).
! Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de significancia
pelo teste Tukey.

Analisando a tabela 7, observa-se que a biomassa liquida (Li)
apresentou a concentracdo mais baixa de glicose, fato plausivel devido a
natureza desta amostra, que se encontrava com uma quantidade de agua muito
elevada, e devido a baixa solubilidade de celulose e oligbmeros de glicose em
agua. Ha resquicios de acucares ja clivados de celulose e hemicelulose no liquido
filtrado, caso contrario ndo haveria concentracao de glicose detectavel por CLAE.

Verificou-se que as biomassas Solida (SI) e (SIl) bem como a dos
sélidos suspensos (Ss) mostraram boas concentracdes de glicose apls a
hidrélise enzimatica, que foram diretamente proporcionais a concentracdo de
celulose presente nas amostras. A biomassa Ss nada mais é que a amostra onde
toda a agua da biomassa Li fora retirada, ou seja, trata-se de um concentrado de
biomassa da amostra Li. A concentracdo de glicose da biomassa Ss foi cerca de
11,4 vezes superior a da Li.

As biomassas S| e Ss apresentaram concentracfes de celulose e
glicose imediatamente proximas, e ao aplicar o teste de tukey observou-se que
estas amostras ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 1% de
significancia. A biomassa Sll conferiu concentracdo de glicose 49 vezes maior
gue SI, tal como maior teor de celulose e valor expressivamente menor de lignina,
caracteristicas conferidas pelo processo de deslignificacdo, que de fato, tornou as
moléculas de celulose um pouco mais suscetiveis ao ataque enzimatico.

A tabela 8 apresenta os valores de rendimento da hidrolise enzimatica,

em porcentagem.
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TABELA 8 - Valores de rendimento obtidos apés a hidrélise (%).
Rendimento da hidrdlise Rendimento médio da

Biomassa
para cada biomassa (%) hidrolise (%) *
Lil 0,18
Li 2 0.26 0,22 + 0,04
Li3 0,22
S 2,46
Sl 2 259 2,67 0,27
S| 3 297
Sl 1 74,29
Sl 2 72.15 69,83 + 5,98
S 3 63,03
Ss1 293
Ss 2 1.97 2,40 £ 0,49
Ss 3 232

*Valores médios + desvio médio (triplicata).

A biomassa SlI, obteve a maior concentracdo de glicose 8,85 g/L,
correspondendo a uma eficiéncia de hidrélise proximo a de 70%. A maior
conversao obtida para este experimento foi com a biomassa Sll repeticdo 1, com
uma eficiéncia de 74,29%. O menor rendimento obtido na conversédo de glicose foi
verificado na amostra Li repeticdo 1, que obteve um rendimento de hidrélise de
apenas 0,18%., fato este ja esperado para este experimento, devido as
caracteristicas desta biomassa liquida ja mencionadas neste trabalho.

Na figura 15 pode-se visualizar de maneira imediata 0 comportamento

das biomassas, mediante o rendimento da hidrélise enzimatica.
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Li1 Li2 Li3 Si1 SI2 SI3 Slia - Sz Sl3  Ssi Ss2 Ss3

FIGURA 15 - Valores dos rendimentos da hidrélise para cada biomassa, em porcentagem (%).
FONTE: préprio autor.

Apenas a biomassa Sll ficou em harmonia com o0s percentuais de
hidrolise obtidos em trabalhos que utilizaram outras biomassas residuais. Na
literatura encontram-se percentuais de hidrélise para a palha de arroz de 46,2%
(AMIRI; KARIMI; ZILOUEI, 2014); 50,0% (MILLER; HESTER, 2007) e 52,0% (BAK
et al., 2009) e para o bagaco de cana-de-acUcar em torno de 62% (KRISHNAN et
al., 2010); 74,9% (CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010); 76,9% (VELMURUGAN;
MUTHUKUMAR, 2011); 87,0% (QIU; AITA, 2013) e 91,4% (ZHU; ZHU; WU,
2012). Estes resultados demonstram o grande potencial da biomassa residual
sélida da linha verde, quando pré-tratada, para producdo de acUcares
fermentesciveis.

As biomassas Li, SI e Ss apresentaram valores de rendimento de
hidrélise muito abaixo da literatura, podendo inferir na baixa aplicabilidade deste
residuo na sua forma liquida ou sem a premissa de um pré-tratamento.

Estes resultados denotam que deve existir uma concordancia entre as
variaveis concentragdes de glicose e eficiéncia de hidrolise. Ambas, no entanto,
podem ser aumentadas a medida que haja a cooperacdo de outro processo de
transformacao, j4 que é fato conhecido que as enzimas do complexo celulésico

sofrem inibic&o pelos seus produtos finais de hidrolise.
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4.4 FERMENTACAO ALCOOLICA

Estes resultados sédo de grande relevancia no contexto deste trabalho,
pois se trata de um estudo que objetiva a producéo de acgUcares fermentesciveis
como via de producdo de etanol. Atualmente os residuos da linha verde geram
um produto de baixo valor agregado, o composto organico da biomassa, que é
utilizado como adubo.

A quantificacdo do alcool foi realizada pela equacédo obtida da curva
padrdo de alcool obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, que
se deu no tempo de retencdo de 22 minutos.

Pode-se constatar, apds verificacdo da tabela 9, que as concentracdes
de glicose foram suficientemente reduzidas ao final da fermentacdo alcodlica,
denotando que este acUcar foi satisfatoriamente fermentado pela levedura no
tempo de 24 horas. Contudo, ainda houve sobras deste agucar nas amostras Sl e
Sl ao final da fermentacao, o que poderia ser estimulado por um tempo maior de
fermentacdo, ou mesmo submeter a amostra a processos fermentativos com
estirpes mais adequadas na conversdo de acucares em etanol, como as utilizadas
industrialmente.

A biomassa Li ficou fora do limite de detec¢do para alcool. Acredita-se
que a levedura Saccharomyces cerevisiae utilizou o agucar disponivel apenas
para o inicio de sua atividade metabdlica, e como ndo havia uma concentragcao
expressiva de glicose nesta amostra, ndo houve a possibilidade da levedura

prosseguir com a fermentacao.

TABELA 9 - Concentracfes de glicose e etanol ao final da hidrélise enzimatica e
final da fermentacéo alcodlica.

Final da Hidrélise Final da fermentacdo Concentracéao

Biomassa
Concentracao (g/L) (g/L)
Glicose Etanol Glicose Etanol
Li 0,0136 + 0,0024 - - -
S 0,1792 + 0,0177 - 0,0219 +0,0041  0,0678 + 0,0141
Sl 8,8502 + 0,7585 - 3,6758 £ 0,0860  2,5525 + 0,2946
Ss 0,1482 + 0,0300 - - 0,0044 + 0,0004

*Valores médios + desvio médio (triplicata).
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Para efeito de comprovacdo estdo apresentados na tabela 10 os

calculos do rendimento de etanol.

TABELA 10 - Concentragdo de etanol, rendimentos por grama de biomassa e
glicose obtidas da hidrélise enzimatica e fermentacdo das amostras.
Producéo de

. Etanol Rendimento etanol por
_ Concentracéao de _ .
Biomassas _ L Produzido da producgéo gramade
Glicose (g/L)®

(g/L)® de etanol (%) biomassa
(9/9)
Li 0,0136 + 0,0024 - - -
S| 0,1792 +0,0177 0,0678 + 0,0141 23,9 0,0326
Sl| 8,8502 +0,7585  2,5525 + 0,2946 56,4 0,1276
Ss 0,1482 + 0,0300 0,0044 + 0,0004 5,8 0,0000

(1) Valores médios + desvio médio (triplicata).

Analisando a producdo de etanol a partir de biomassas alternativas,
como fonte de celulose, amplamente citadas na literatura, pode-se inferir que a
biomassa SIl apresentou uma conversdo de glicose em etanol préximo do
apresentado por Anderson et al., (2008), que obteve 0,11 g/g no que tange a
producdo de etanol por grama de biomassa para o capim elefante (Pennisetum
purpureum). H& trabalhos onde a producdo pelo bagaco de cana de acucar
avaliado foi de 0,14 g/g e para o capim mombaca (Panicum maximum) 0,13 g/g
(PEREIRA, 2013).

A biomassa Sl apresentou rendimento para producao de etanol 42,6%
menor que Sll. Tal valor pode ser decorrente de varios fatores, inclusive, devido a
inexisténcia de pré-tratamento quimico para essa amostra. A recalcitrancia da
matéria prima utilizada, além do desempenho da enzima e da levedura, também
poderiam ser fatores, que favoreceram para a pequena producao de etanol por
grama de biomassa para a amostra Sl, quando comparada a SlI.

Embora Ss tenha apresentado uma concentracédo de glicose, de certa
maneira, expressiva, quando comparada com Li, o rendimento de etanol desta

amostra foi baixo, apenas 5,8%. Por conseguinte, a conversdo de biomassa em
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etanol, ou seja, a produgcéo de etanol por grama de biomassa foi praticamente
zero, 0 que ja era esperado devido a baixa quantidade de glicose obtida para esta
amostra.

O rendimento de 56% conferido a amostra Sll, ficou proximo a
rendimentos observados para outras biomassas como serragem de madeira 63,9
—81,7% (KIM et al., 2013) e 32 — 35% (DEMIRBAS, 2005), e para palha de arroz
ha rendimentos em torno de 40 — 74% (KARIMI et al., 2006; FURLAN, 2009).

4.5 PRODUCAO ALCOOLICA

A figura 16 demonstra um esquema, onde, considerando-se que toda a
glicose da biomassa SlI, fosse convertida em etanol, ter-se-ia, por tonelada do
residuo da linha verde tratado quimicamente e seco, um volume de

aproximadamente 97 Litros de etanol.

Hidrdlise Conzsiderar

—_— rendimenio
85 %

Fermentagdo | Considerar
— | rendimenio
56 %

Densidade do
Etanal:
0,789 glcm?®

FIGURA 16 - Rendimento tedrico da producdo de etanol.
FONTE: proprio autor.

A empresa COPERFRIGU produz, aproximadamente, 700 (setecentos) mil
litros de residuo que seguem para a linha verde, por dia de abate, sendo que o
conteudo residual soélido, aquele que € obtido apds a passagem pelas peneiras

hidrodindmicas, utilizado neste trabalho, é produzido em uma escala de
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aproximadamente 5 (cinco) toneladas por dia. Tomando-se por base a biomassa
sélida Sll, analisada a principio em estado seco e pré-tratada quimicamente,
poder-se-ia obter cerca de 436,5 Litros de etanol por dia de abate.

Cabe ressaltar que os estudos associados a producdo de etanol de
segunda geracdo estdo rodeados de uma extensa variedade de condi¢cbes que
dificultam a realizacdo de comparagOes direta dos rendimentos, tanto quando se
refere ao tipo de matéria-prima, quanto as etapas de pré-tratamento, hidrélise e
fermentacdo. Apesar disto este experimento obteve 97 L/ton. de etanol, producéo
esta que pode ser considerada relevante quando comparada a outras biomassas
como a palha de cana-de-agucar 287 L/ton. (SANTOS et al., 2012) e palha de
arroz, 389 L de etanol por tonelada (FURLAN, 2009).

Destaca-se que néo foi realizado nenhum enriquecimento do meio para
auxiliar a fermentacéo, restando ao crescimento da levedura e a producédo de

etanol apenas o meio original.
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5 CONCLUSAO

As biomassas lignoceluloliticas sofrem uma influéncia muito grande dos
processos a que sao submetidas. O pré-tratamento empregado na amostra Sll
facilitou a agdo da enzima comercial, fato constatado pelo expressivo rendimento
obtido na hidrolise enzimética desta biomassa, superior a 77%. Logo, pode-se
inferir que a biomassa solida proveniente do abate de bovinos pode ser utilizada
para aproveitamento e producéo de acucares fermentesciveis e etanol, desde que
seja empregado um pré-tratamento, tornando a celulose disponivel & acéo
enzimatica.

As biomassa Li, Ss e Sl apresentaram baixos rendimentos na hidrolise,
no tocante a producédo de acucares fermentesciveis, ficando bem abaixo de 3 %,
fato este que comprova a baixa probabilidade de utilizacdo do liquido filtrado da
linha verde, sem tratamento inicial da biomassa, para producéo de etanol.

No geral, a biomassa soélida avaliada, destacou-se com potencial para
aplicacdo na producédo de acucares fermentesciveis e etanol, afinal, trata-se de
uma biomassa residual, que comumente € tratada como material com baixo valor
agregado. Quando estudado quanto a producdo de etanol e seu rendimento, o
residuo analisado mostrou-se significativamente propicio ao desenvolvimento de

metodologias para uso em escalas experimentais maiores.
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6 SUGESTOES

A utilizacdo desta biomassa em processos de fermentacdo e producao
efetiva de etanol carece de estudos mais detalhados, como foi pretendido neste
trabalho, entretanto é louvavel o interesse por estudos minuciosos no que tange
ao pré-tratamento desta biomassa residual, utilizagdo de enzimas, concentracdo
de biomassa e/ou tempo decorrido da fermentacao alcodlica.

N&o se pode descartar a probabilidade da presenca de agentes
inibidores dissolvidos na biomassa de toda a linha verde do abate de bovinos, e
também, a presenca de &cidos e bases que sao utilizados na limpeza do local.
Trata-se de um residuo que possui agentes contaminantes com varias funcoes,
fato este que pode fazer parte de linhas de pesquisa futuras.

Logo, visando obter um rendimento significativo do biocombustivel e
aperfeicoamento do processo produtivo, sugere-se estudar mais detalhadamente
a etapa de fermentacdo e também a etapa da hidrélise da biomassa, a fim de
investigar e analisar quanto a sua composi¢cdo quimica e a presenca de

compostos inibidores da fermentacéo.
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7 APENDICE

Segue como parte integrante deste estudo, os cromatogramas das
amostras analisadas.
As concentracdes dos materiais e componentes presentes na amostra,

sao observados por CLAE de acordo com o tempo de retencéo, assim temos:

Celobiose 8,3a94 minutos
Glicose 10,0 a 10,7 minutos
Xilose 10,8a11,5 minutos
Arabinose 12,0a 12,7 minutos
Acido acético 17,0a18,5 minutos
Etanol 22,0a24,0 minutos

*Pode haver uma variacéo de 15 segundos.

Observagao:

Por definicdo chamamos de TEMPO DE RETENCAO (TR), de uma substancia ao
tempo decorrido do instante em que a amostra foi introduzida até o instante do

méaximo do pico. Na andlise cromatografica, mantido constantes a vazao da fase

moével e a temperatura da coluna, o tempo de retencéo é constante.
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