GLAUCIA KOVALSKI

OBTENCAO DE ETANOL A PARTIR DA FERMENTACAO
DO GLICEROL E DE RESIDUOS DA INDUSTRIA DE PAPEL

GUARAPUAVA-PR
2015



GLAUCIA KOVALSKI

OBTENCAO DE ETANOL A PARTIR DA FERMENTACAO DO GLICEROL E DE
RESIDUOS DA INDUSTRIA DE PAPEL

Dissertacdo  apresentada a  Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacdo em
Bioenergia, area de concentracdo em
Biocombustiveis para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Prof. Dr. Paulo Rogério Pinto Rodrigues

Orientador

GUARAPUAVA-PR
2015



GLAUCIA KOVALSKI

OBTENCAO DE ETANOL A PARTIR DA FERMENTACAO DO GLICEROL E DE
RESIDUOS DA INDUSTRIA DE PAPEL

Dissertacdo apresentada a  Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacdo em
Bioenergia, area de concentracdo em
Biocombustiveis, para a obtencéo do titulo de
Mestre.

Aprovada em 02 de abril de 2015.

Prof. Dr. André Lazarin Gallina — UFFS

Prof(a). Dr(a). Graciela Inéz Bolzon de Muniz — UFPR

Prof. Dr. Paulo Rogério Pinto Rodrigues
Orientador

GUARAPUAVA-PR
2015



Dedico aos meus queridos pais,

Libio e Maria de Lurdes.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus, porque nada em nossa vida faz sentido se néo for por Ele, e
pela certeza de ter sempre me acompanhado.

Ao0s meus pais, Libio e Maria de Lurdes, pela compreenséo, paciéncia, carinho e pelo
exemplo de vida e carater que sempre me deram.

A minha Mana Vivi, ao cunhado Gelson, e aos meus ursos Jodo Pedro e Mariana,
obrigada por fazerem a minha vida mais feliz.

Ao Henrique, porque nds dois sabemos como essa caminhada ndo foi facil, mas a sua
companhia me ajudou a ser mais forte, agradego o carinho e paciéncia em todos 0s momentos.

Ao Professor Dr. Paulo Rogério, pela orientacdo, oportunidade, amizade e incentivo
em todos esses anos de convivéncia.

A Professora Dra. Cynthia Beatriz Fiirstenberger pela disponibilidade do laboratério
de microbiologia para realizacdo desse trabalho, e pela ajuda no desenvolvimento do mesmo.

Ao Professor Dr. André Lazarin Gallina pelas contribuicdes.

Ao Fluvio e ao Zinho do laboratério de microbiologia de aguas pelo apoio e pela ajuda
com as amostras.

Ao Douglas Kais e ao pessoal do laboratério de combustiveis, Japonés e Priscila pelo
auxilio com as analises fisico-quimicas.

Ao Guilherme Maia pela ajuda com o0 MEV.

Ao Professor Dr. Everson pela colaboracdo no decorrer do mestrado.

A Flavia pelas caronas para as aulas, pelas boas conversas e pela amizade.

A Marilei pela oportunidade de aprendizado, pela amizade e pelo incentivo.

A NOVATEC/UNICENTRO pela disponibilidade do espaco fisico para realiza¢io do
trabalho.

A todos que, contribuiram de alguma maneira com o desenvolvimento desse trabalho,
muito obrigada!

A Industria Ibema Papel Cartdo por ceder o residuo lignocelulésico utilizado no
projeto.

A CAPES pelo apoio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ..otttk bbbtk bkt e £ £ bbb bt bk et bt e st bt et b b i
LISTA DE TABELAS ..ottt et bbb b £ b b e b b £ b b e e b e R £ e bkt bkt et b et bt e st bt s ii
LISTA DE EQUAGOES ..ottt bbb bbb iii
LISTA DE SIGLAS ...ttt bbbt bbb £ bR £ bRt e £ b £ e b bR e e b bt etk e st b bttt e et be s iv
RESUMO ..otttk ekt b k£ £ bbbt e E bR £ e b b e £ e E b e A e e b ek et e b e b et e b b e b e b e b e e bt enabans %
ABSTRACT .ottt R R R R R R R R R R AR Rt e s Vi
S NN 10T 016 10700 J PP 1
2. OBUIETIVOS ... oottt h bR R e R e 3
3. REVISAO DA LITERATURA .....cooiiiieteteiies ettt 4
00 = 01T o T S 4
3.1.1 Tipos de energia € @ SOCIEUAUE .........o.eviiriiiiiitiietr ettt 4
3.2 Matriz energetica MUNGIAL .........cooiiiiiiiiii bbbttt bbb b e 5
3.3 Matriz energetica DraSiBITa. ..........oiviiiiiiiie bbbt 7
3.4 COMDUSTIVEIS FOSSEIS. ....e.veueititeieeti sttt bbb bbb bbbt bbbt bbbt bbbt b et ann 8
B A =11 (o] Lo TSRS 8
3.4.2 CarVAD MINETAL ...c.eiviiiiiet ettt 9
3.3 GAS NALUIAL. ...ttt bbb R b e Rt R bRt r e 10
I = 0 T TTSF: ol L= o To 0T =TSRSS 11
3.6 COMDUSEIVEIS FENOVAVELS .....ecviriitiiiseeieieiei sttt bbbttt b et e bbb 13
BLB.1 BHOIESEL .....eeeeecect ettt r e 15
TR0 . - 1 T | S 16
3.7 Residuos industriais com POteNCIal ENEIGALICO .......ccierieiieieiie et 17
3.7.1 Glicerol coproduto do DIOMIESE] .........cviuiriiiiiieicee b 17
3.7.2 ReSIAUOS [IGNOCEIUIGSICOS. ......veveiiitiiieiiite ettt ettt st sb et b b nnes 22
ST =1 To] (=Tol 0] (o] T T A OO OO OO SO TR PSR T RSO URPTSRPRO 25
3.9 BaCtéria ESCREriCRIA COli........ciiiiiiiiiicise bbb 27
3.9.1 Caracteristicas fiSiol0gicas da E. COli.........ccviiiiiiiiicicccce et 28
3.9.2 Caracteristicas bioguimicas da E. COli........ccciiiiiiiiiiiiiiic e 29
4, MATERIAIS E METODOS ..ottt 32
R o Yo | I [ = (o L=T 4 [ 4T o (o S SSPS 32
4.2 Cultivo da bactéria ESCheriChial COli..... ..ot 32
4.2.1 Determinacdo de UFC (Unidades formadoras de COlONIa) .......cceovvereirereniiinieecseec e 32
4.3 ODtENGAO da MALEIIA PIIMA ...eiviieiiitiieeieite ettt ettt ettt s ettt se et bt et e sbe e ebesbeeebeanes 33
4.4 Preparo A0 GHCEIOL........oiiiieiere bbbttt bbb b a bt e sttt b et n e nn 34
4.5 CaracterizaGao O GHCEIOL.......cci ittt sttt bbbt b et e 34
4.5.1 ANALISE FISICO-QUIMICA......ivvitiiierietiieieie ettt ettt ettt ettt be s s e be st eneebenbenease s 34
4.6 Preparo da Fibra HGNOCEIUIBSICA .........ccvvveieiiiiiciiees et 34
4.7 Caracterizagao da Fibra ignOCEIUIOSICA ..........ccuviiiiiiiiiiiiieiecsiee et ns 34
4.7.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelno (IR)........coiiiiiiiiiniiieece e 34
4.7.2 COMPOSIGAD EIBMENTAN ........otiitiite ittt bbbt be bttt bbb e e e e b besaeebeene e 35
4.7.3 Microscopia Eletrdnica de Varr@UIA..........ccoireiiiiiiiiese ettt 35
4.8 EStUAOS PreliMINAIES.....ccuiieiiitiieeietrt ettt sttt ettt bbb bbbt s bt b e nn 35
4.9 Plangjamento eXPEriMENTAL...........cviiiiiiiiee ettt ettt bbb 36
O = 0 1T 1 = Vo Lo USSR 36
g I 1= 1 | o To RSP 37
4.12 Quantificacdo do teor de etanol N0 destilado DIULD...........ccviiiiiiiii i 38

4.12.1 SOIUGOES BIMPIEYAUAS. .. ... euve ettt eteeieeiieee sttt sttt et et e besb e b e s bt e bt e se et e ebesbeebesbeebeeseenbeseesbesbesaeebeanens 38



A O - o= Uo [ o TSRS 38

4.12.3 Preparo das amostras e procedimento de [8ITUIA..........cceveieiiiiiie e 39
413 ANALISE ESEALTSTICA. 1.ve.veveevieeieitiite ettt ettt sttt b e b b bRt b e bRt b bRt een bt ann 40
4.14 Caracterizacdo e analise fisico-quimica do etanol ...........ccccvviiiiiiie i 40

4141 CrOMALOGIATIA. .. .cviveeeetiit ettt bbb b bbbt bbbt 40

4.14.2 ASPECLO € COM VISUAL.......eeiiiitiieiietiiteet ettt bbbt b et b et b bbbttt 40

4.14.3 Massa especifica a 20 °C € te0r @lCOOIICO ........cciriiieiiriiiiiiriee e 41

4.14.4 Potencial hidrogenioniCo (PH) ... ..ooeiiiriiiiii bbb 41

4.14.5 CoNAUEIVIAAAE EIEIMICA ... ...ciiverieiiiieieisete ettt sttt b s e ste e e s e e be b eseebe b neane e 41
ST O 1 1< oz W T £ 4 T=] 1 v Lo T PR 41

4.15.1 Determinacao da concentraCdo DaCtEriaNa...........cvviveieriiiiiese e 43

4.15.2 DeterminaCa0 0 PBIIX ....ccueiuirtirieiuiaieeiieterteste sttt sttt ettt bbbttt e se e b e besb e s bt s b e ebeebe e b e b e nb e be bt ebeene e 44
5. RESULTADOS E DISCUSSAD ......ccoivuiiiriiieiieiie sttt 45
5.1 Caracterizagao d0 GHICEIOL.... ..ot bbb b e 45

5.1.1  ANALISE FISTCO-QUIMICE . ...etetiitiieetiitiiteeet ettt bttt b e bbbt sr e ebennes 45
5.2 Caracterizagdo da Fibra HgNOCEIUIOSICA .........cviviiiiiiiiiicic e 45

5.2.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR).......cccciiiiiiniiiiireicseee e 45

5.2.2 COMPOSIGAD EIBMENTAN .......c.iitiiieiiitiiteiit ettt bbbt bttt sb et sbe b nnes 46

5.2.3 Microscépio Eletronico de Varredura — MEV ..o 47
5.3 Quantificacdo do teor de etanol N0 destilado BrULO...........cooiiiiiiiiiic e 49
5.4 Cromatografia do etAN0I ..........c.coieeiiiie e ara e 57
5.5 Analise fisico-quimica do etanol ODLIAO ..........cccvii i e e 57
5.6 Cinética da fermentagao MICrODIOIOGICA. ........eviviriiiitiiieiee ettt sbe et 58
B, CONCLUSOES ......oouieiiiueitseiss et ees s8££ 64
7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS ....covuviiiieeieieeeeieeseeeeee s senesses s aenes s asnes s esnen s 65

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et et eeee s e e e e e et eeeeeeeteesesesee e eeee et eneesesaneneens 66



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Oferta total de energia primaria no mundo (IEA, 2014). ......ccooov v iiieeieie e 6
Figura 2. Oferta total de energia primaria no Brasil (EPE, 2014 @)...........ccccvevviieeiieienese e se e 7
Figura 3. Emiss@es de gases de efeito estufa no Brasil (MCTI, 2014)........ccccoeieveieiene s 12
Figura 4. Transesterificacdo de 6leos vegetais (MOTA; SILVA; GONCALVES, 2009). .......cccccevververnne. 18
Figura 5. Rota metabdlica da degradagdo de glicerol por E. coli (GONZALEZ, et al., 2008)................ 20
Figura 6. Rotas de aproveitamento da biomassa (VIDAL; HORA, 2011). ......cccceeviiieinienenneneeeniee 23
Figura 7. Estrutura de uma célula procariética (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). ......cccccoevvrrienrinnnn. 28
Figura 8. Vias metabdlicas da fermentacéo por E. coli (MARTINEZ; BENNETT; SAN, 2010).............. 30
Figura 9. Técnica de plaqueamento (WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2008). .........ccceevrune. 33
Figura 10. AMOSLras d0 INOCUID. ....c.coviuiiiiiieiieiee ettt sttt 37
Figura 11. Aparelho de destilac8o SIMPIES. ......cccveiiiieie e 37
Figura 12. Curva de calibraGao/UV-VIS. ... e 39
Figura 13. Amostras preparadas para anAliSE. ...........cccceiiiiiieiieieeieie et 39
Figura 14. Camara de Neubauer (CECCATO-ANTONINI, 2010). ..ccccoiiiiicieieeieie e 43
Figura 15. Espectro de IR da fibra lignocelul@SiCa. ...........ccooviviiieicii i 46
Figura 16. Imagem gerada por micrografia eletrdnica de varredura (MEV) da fibra lignoceluloésica. ....... 47
Figura 17. Imagem de micrografia com mapeamento por EDS da fibra lignoceluldsica. ..............ccccouen.. 48
Figura 18. Espectro de EDS da fibra lignoCelulOSICa. ..........ccuveriiiiiniiieiesee e 48
Figura 19. Superficie de resposta para o planejamento iniCial. .........c.cccveieiiiniiiiiee 50
Figura 20. Superficie de resposta para 0 segundo plangjamento. ..........ccocererreriiniinenise e 52
Figura 21. Superficie de resposta para 0 terceiro planejamento. .........ccccccvveeeeiieieie s 54
Figura 22. Atividade enzimética no processo de fermentagcdo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)........ 55
Figura 26. Velocidade especifica de crescimento celular (i) no processo de fermentagdo. ...........ccevenee. 60
Figura 27. Comportamento da concentracdo de aglcares (°Brix) em fun¢do do tempo.........c.ccecevveervennnn 60
Figura 28. Velocidade especifica do consumo de agiicares (°BIiX) (ILg). «veevereeeermerrerereresesesieeneeneeseennes 61
Figura 29. Comportamento da concentracdo da producdo de produto em funcéo do tempo. .........cccc.e...... 62
Figura 30. Velocidade especifica da formagao de produto ([p).......coerveerrermrererininenieisieneeesieseeesieneens 62



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Propriedades do glicerol (HAYNES, 2012)........cccoeiueiieieieresestesieeie e sees e e sre e snasae s sae e neas 19
Tabela 2. Produtos finais de fermentacfes microbianas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). ................ 27
Tabela 3. Meio de cultura para Escherichia coli (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). .....ccccccceververienn. 29
Tabela 4. Planejamento experimental iNiCIal............cccccvviiiiieiecic s 36
Tabela 5. Anlise fisico-quimMICa do GICEIOL. ........ceiiiiiiiicec s 45
Tabela 6. Teores de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio (O).................. 46
Tabela 7. Valores do teor de etanol no destilado Druto. ..o 49
Tabela 8. Tabela ANOVA para os ensaios do processo de fermenta¢do do planejamento inicial. ............ 50
Tabela 9. Segundo planejamento eXPerimental. ..o 51
Tabela 10. Tabela ANOVA para os ensaios do processo de fermentacéo do segundo planejamento. ....... 52
Tabela 11. Terceiro planejamento eXPErimental...........ccccviviiieieerieie i 53
Tabela 12. Tabela ANOVA para 0s ensaios do processo de fermentacéo do terceiro planejamento. ........ 54
Tabela 13. Melhores condigdes de produco de etanol. ..........cccoeiiiiiiiiiiiiee e 56

Tabela 14. Analise fisico-quimica do alcool gerado (ensaios 6 e 9 da Tabela 11). ........ccccceevevvevvevciennennn. 58



Equagédo 1.
Equacédo 2.
Equacédo 3.
Equacao 4.
Equacéo 5.
Equacao 6.
Equacéo 7.
Equacao 8.
Equacdo 9.

LISTA DE EQUACOES

Calculo de UFC do iNOCUIO DASE.........couvuiiiiriiieiicisieie e et 32
Determinagao teor de etanol.........ccociiiiiiiii s 40
Velocidade especifica de crescimento CElUIAr...........ccovviiriiiniirce e 42
Velocidade especifica maxima de crescimento celular..........ccocoovveviieie e 42
Velocidade especifica de consumo de SUDSIIAt0.........cccocvevrriviierisieie e 42
Velocidade especifica de formacdo de produto.........cccvcveieieiinieneieeise e e 43
Determinacgdo do nimero total de CEIUIAS.........ccvivieii e 44
Determinacao da viabilidade CEIUIAN...........c.cov i 44

Representacdo do modelo eStUdado...........coveiiiiiiinieice e e 57



LISTA DE SIGLAS

1,2 PDO - 1,2-propanodiol

ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas

ADH - Acetaldeido / Alcool Desidrogenase

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ADP - Difosfato de Adenosina

ANEEL - Agéncia Nacional de Energia Elétrica

ANP - Agéncia Nacional do Petr6leo Géas Natural e Biocombustiveis
ASTM - American Society for Testing and Materials

ATCC - American Type Culture Collection

ATP - Adenosina Trifosfato

BEN - Balanco Energético Nacional

BRACELPA - Associacdo Brasileira de Celulose e Papel
CENBIO - Centro Nacional de Referéncia em Biomassa
CG-DIC - Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagéo de Chama
DAHQ - Dihidroxiacetona Quinase

EDS - Energia Dispersiva

EPE - Empresa de Pesquisa Energética

EUA - Estados Unidos da América

FHL - Formato de Hidrogénio Liase

gliDH - Glicerol Desidrogenase

IAA - Instituto do Agucar e Alcool

IEA - International Energy Agency

IGBP - Intergovernmental Geosphere-Biosphere Programme
IPCC - Intergovernmental Panel on Climate Change

LAG - Fase de adaptacédo

LOG - Fase exponencial

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
MCTI - Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo

MDA - Ministério do Desenvolvimento Agrario

MEV - Microscépio Eletronico de Varredura

MME - Ministério de Minas e Energia

NAD(P)H - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Hidreto
NAD+ - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

NADH - Forma reduzida de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
NBR - Norma Brasileira (aprovada pela ABNT)

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

OPEP - Organizagao dos Paises Exportadores de Petrdleo

PCI - Poder Calorifico Inferior

PCS - Poder Calorifico Superior

PCU - Poder Calorifico Util

PHL - Piruvato Formato Liase

PNUMA - Programa das Nagdes Unidas para o Ambiente
UFC - Unidades Formadoras de Col6nia

UV-VIS - Ultravioleta Visivel

WEC - World Energy Council

WMO - World Meteorological Organization



RESUMO

KOVALSKI, Glaucia. Obtencéo de etanol a partir da fermentacéo do glicerol e de
residuos da industria de papel. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia) —
Universidade Estadual do Centro Oeste, UNICENTRO. Guarapuava - PR. 2015.

A producdo de biocombustiveis pode ocorrer a partir de diversas matérias
primas, como por exemplo, de glicerol e de residuos da industria de papel. O glicerol é
o principal coproduto da producdo do biodiesel, e por ser uma excelente fonte de
carbono, pode ser aproveitado por microrganismos para realizar fermentacéo anaerdbica
e converté-lo em etanol. Os residuos da biomassa de industrias de papel apresentam
como principal composto a celulose, que pode ser empregada em processos de
fermentacdo como fonte de carbono. Com isso, 0 presente trabalho tem como objetivo
produzir etanol a partir da fermentagéo anaerdbica do glicerol e de residuos da industria
de papel pela bactéria Escherichia coli ATCC 25922. Para determinacdo de UFC
(unidades formadoras de coldnia) foi utilizada a técnica de plagueamento e diluicdo em
série. O numero total de células foi estimado pelo método de contagem em camara de
Neubauer. O glicerol foi caracterizado por analises fisico-quimicas de pH,
condutividade, densidade, aspecto e cor visual. A fibra lignocelul6sica foi caracterizada
por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR), composicdo elementar e MEV
(Microscopia eletronica de Varredura). Foi utilizado planejamento experimental
multivariado 22 com ponto central. O processo de fermentagéo foi realizado em sistema
fechado por 72 h a 36°C + 0,5, de forma anaerébica. O concentrado fermentado foi
destilado em aparelho de destilacdo simples e quantificado o teor de etanol no destilado
bruto pelo método de UV-VIS (NBR 13920). A presenca de etanol foi confirmada por
analise de Cromatografia Gasosa (CG-DIC). O etanol obtido foi caracterizado por
analises fisico-quimicas. A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
software Design-Expert®. Os resultados mostraram tendéncia de maior producdo de
etanol utilizando 2 g de fibra lignocelulésica e 4 mL de bactéria E. coli. Os maiores
teores de etanol obtido foram de 83 e 81 °GL. O trabalho demonstrou ser possivel
produzir etanol a partir da fermentagdo microbiolégica de glicerol e fibra
lignocelulésica, com baixo custo no processo, e aproveitamento de residuos excedentes

no meio ambiente.

Palavras-Chave: Escherichia coli, residuos lignocelulésicos, biocombustivel.
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ABSTRACT

KOVALSKI, Glaucia. Obtaining ethanol from the fermentation of glycerol and
residue from the paper industry. 2015. Dissertagdo (Mestrado em Bioenergia) —
Universidade Estadual do Centro Oeste, UNICENTRO. Guarapuava - PR. 2015.
Biofuels production may occur from various raw materials, for example, from
glycerol and waste of paper industry. Glycerol is the main byproduct of biodiesel
production, and for being an excellent source of carbon, can be availed by
microorganisms to perform anaerobic fermentation and convert it into ethanol. The
paper industries biomass waste has the cellulose as a main compost which can be used
in fermentation processes as a source of carbon. Therefore, this study aims to produce
ethanol from anaerobic fermentation of glycerol and waste from the paper industry by
the bacteria Escherichia coli ATCC 25922. For determination of CFU (colony forming
units) the plating technique and serial dilution was used. The total cell number was
estimated by the method of counting in a Neubauer chamber. Glycerol was
characterized by physical-chemical analysis of pH, conductivity, density, appearance
and visual color. The residual fiber was characterized by Spectroscopy Infrared Region
(IR), elemental composition and SEM (scanning electron microscopy). A multivariate
22 experimental design with a central point was used. The fermentation process was
accomplished in a closed system for 72 hours at 36 °C = 0.5, anaerobically. The
fermented concentrate was distilled in a simple distillation apparatus and quantifies the
content of ethanol in the crude distillate by UV-VIS method (NBR 13920). The
presence of ethanol was confirmed by gas chromatography analysis (GC-FID). Ethanol
obtained was characterized by physical-chemical analysis. The statistical analysis was
performed using the software Design-Expert®. The results indicated a trend of
increased ethanol production using 2 g of cellulosic material and 4 mL of bacteria E.
coli. The highest concentration of ethanol obtained were 83 and 81 ° GL. The work
showed to be possible to produce ethanol from microbial fermentation of glycerol and

cellulosic wastes with low cost in the process, and use of surplus waste in environment.

Key Words: Escherichia coli, cellulosic waste, biofuels.



1. INTRODUCAO

Sustentar o conforto ao qual a sociedade atual esta acostumada a viver requer elevada
quantidade de energia, sendo a maior parte dessa energia proveniente de matéria-prima nédo
renovavel, de origem fdssil, na maioria das vezes o petroleo (CUSHION; WHITEMAN;
DIETERLE, 2010).

O uso em larga escala do petroleo tem um limite, ndo somente por ser uma fonte nao
renovavel, a qual tende a esgotar no futuro, mas também pelo acumulo de gases produzidos
na combustdo desses produtos, 0s quais causam severos danos ambientais ao planeta. A atual
busca por fontes renovaveis de energia é incentivada pelas mudancas climéticas causadas pelo
efeito estufa, esgotamento de reservas de combustiveis fosseis, e a busca por desenvolvimento
econémico e social cada vez mais exigente (WEC, 2010).

Diversas pesquisas sobre novas fontes energéticas, principalmente de origem
renovavel, vém sendo desenvolvidas. Os biocombustiveis sdo produzidos a partir de fontes da
biomassa, caracterizando-se como alternativa aos combustiveis fosseis. Podem ser obtidos de
matérias-primas vegetais ou animais. As matérias-primas vegetais sdo provenientes de 6leos
vegetais de plantas como soja, canola, dendé, girassol, mamona, entre outros. As matérias-
primas animais provem do sebo suino, bovino ou de aves. Outras fontes sdo os residuos
agricolas e industriais, 0s quais também podem ser utilizados como matéria prima, visando o
emprego desses subprodutos no processo de geracdo de energia (WEC, 2010; LEITE;
CORTEZ, 2012; GALLINA et al., 2012).

O etanol é um combustivel considerado limpo e renovavel, por ndo possuir enxofre em
sua estrutura, quando sofre combustdo nédo libera gases poluentes, como SO, (g) e SOs (g),
causadores da chuva 4cida. E utilizado no Brasil desde 1970, quando em virtude da crise do
petroleo, foi estimulado o desenvolvimento de outros combustiveis em substituicdo a
gasolina, caracterizando-se como o Programa Nacional do Alcool (Pr6-alcool), sendo o Brasil
um dos primeiros paises a utilizar esse tipo de combustivel (LEITE; CORTEZ, 2012; MAIA
etal., 2013).

Dentre os véarios géneros de biomassa que podem ser utilizadas para geragdo de
biocombustiveis, os residuos lignocelulésicos se mostram como uma matéria-prima
interessante, visto que o acumulo desses residuos aumenta a cada ano e 0s custos dos mesmos
sdo baixos. Na maioria das vezes, parte dos rejeitos é queimada e outra parcela é removida
para aterros inadequados (ROSA; GARCIA, 2009; BANERJEE et al., 2010).



Os materiais lignoceluldsicos sdo formados por carboidratos, proteinas, sais minerais,
compostos fenolicos, e polissacarideos, que correspondem a cerca de 90% do seu peso seco.
Sabe-se que esses residuos contém elevado teor de celulose, fator este importante para se
tornar matéria-prima na producéo de etanol de segunda geragdo, e na maioria das vezes ndo
necessita de pré-tratamento, uma vez que ja passou por deslignificagdo das polpas no processo
de obtencdo da celulose (KHANG; WANG; LEE, 2010).

Além de residuos lignoceluldsicos, outros subprodutos industriais podem ser
utilizados na producdo do etanol, como por exemplo, o glicerol, principal coproduto da
producdo do biodiesel (10% do total). Em virtude dos estimulos para que ocorra a geragdo de
biodiesel, 0 mesmo vem sendo produzido em larga escala, 0 que gera preocupacdo ambiental
e econdmica, visto o excesso de glicerol produzido no processo. O glicerol bruto apresenta em
sua composicdo impurezas como agua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual, e ndo pode ser
descartado na natureza, nem utilizado de modo direto nos setores de farméacias e de
cosméticos (HU; WOOD, 2010; KOVALSKI et al., 2013).

Na producdo de biodiesel é usado 6leo vegetal ou gordura animal, sendo este um
triéster derivado da glicerina. O 6leo vegetal sofre uma reagdo de transesterificacdo mediante
a acdo de um catalisador e na presenca de metanol ou etanol, formando trés moléculas de
ésteres metilicos ou etilicos dos acidos graxos, o que constitui o biodiesel, liberando uma
molécula de glicerol (KNOTHE, 2010; MOTA; PESTANA, 2011).

Essa sobrecarga de glicerol se caracteriza como um gargalo na cadeia produtiva do
biodiesel, e pesquisas relacionadas ao assunto vem sendo estimuladas. Entre essas pesquisas a
conversdo do glicerol em compostos de maior valor agregado é considerada uma aplicacédo
promissora. O glicerol pode ser convertido a partir da fermentacdo microbioldgica em
diversos compostos como 1,3 - propanodiol, di-hidroxiacetona, etanol, biogéas e succinato
(VARRONE, 2013; RIVALDI et al., 2008).

A fermentacdo é um conjunto de reagdes quimicas, controladas por enzimas, em que
ocorre a degradacdo de moléculas organicas em compostos mais simples e a consequente
liberacdo de energia. A bactéria Escherichia coli (T. Escherich, 1885) é um dos
microrganismos capazes de produzir etanol a partir da fermentagdo microbiologica
(SUHAIMI, et al., 2012; HERRMANN, et al., 2013; LAU, et al., 2010).

Dessa forma, o presente trabalho tem como finalidade produzir etanol por fermentacao
anaerobica com a bactéria Escherichia coli utilizando-se como substratos residuos da

industria de papel e glicerol residual do biodiesel.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Produzir etanol a partir do processo de conversdo microbiolédgica de glicerol e de fibra
lignocelul6sica da industria de papel por fermentacdo anaerdbica com a bactéria Escherichia
coli.

Obijetivos especificos:

1. Avaliar a aplicabilidade da bactéria Escherichia coli na conversdo microbioldgica
do glicerol e da fibra lignocelul6sica da industria de papel em etanol;

2. Determinar os parametros em que a conversdao microbiologica do glicerol e da fibra
lignocelul6sica é mais eficiente para producédo de etanol;

3. Quantificar e analisar as propriedades fisico-quimicas do etanol produzido a partir

da conversdo microbioldgica do glicerol e da fibra lignoceluldsica da industria de

papel.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Energia

A palavra Energia é derivada do termo grego Energeia, que pode ser definida como a
capacidade de realizar trabalho. A fonte primaria de energia é o Sol, o qual transfere energia
para 0s vegetais através da fotossintese, e esta energia quimica é armazenada na forma de
acucares e amido. Outras fontes consideradas primarias de energia sdo as de origem fossil,
como o carvdo, o petroleo e o gas natural, fontes geotérmicas e fontes nucleares, uranio e
plutbnio. Além das fontes primarias, existem as fontes secundarias de energia, as quais se
desenvolvem a partir das fontes priméarias, como por exemplo, a energia hidraulica, e6lica, 0s
alimentos e a madeira (TIAGO FILHO, 2007).

A evolugdo da sociedade estd diretamente interligada com o desenvolvimento da
energia, no principio o homem apropriou-se do fogo para satisfazer suas primeiras
necessidades como alimentacdo, iluminacdo e aquecimento. Conforme as exigéncias de
conforto e eficécia de trabalho aumentaram surgiram diferentes formas de energia, que com o
passar do tempo foram sendo aperfeicoadas (GOLDEMBERG; JOHN, 2010).

3.1.1 Tipos de energia e a sociedade

Os tipos de energia podem ser ndo renovaveis (petréleo, carvdo, gas natural) e
renovaveis (energia solar, eolica, biomassa, hidraulica, geotérmica, células combustivel). As
fontes ndo renovaveis precisaram de milhGes de anos para se formar, e ndo podem ser
repostas, sendo fontes finitas de energia, além de apresentarem influéncia negativa ao meio
ambiente por serem altamente poluentes. As energias renovaveis sdo consideradas fontes
inesgotaveis de energia, podem ser repostas rapidamente e emitem menos gases poluentes no
meio ambiente se comparado aos combustiveis fdésseis, contribuindo com a preservacéo
ambiental (TIAGO FILHO, 2007).

A Revolucdo Industrial entre os séculos XVIII e XIX marca o inicio de uma nova
etapa na histéria, baseada primeiramente no carvao mineral, sendo o primeiro combustivel
fossil utilizado em larga escala. Posteriormente inicia-se a exploracdo do petroleo, o qual
ultrapassou o carvdo e se tornou o principal combustivel da revolugdo energética,

principalmente pelo surgimento dos automdveis. Mais tarde grandes descobertas



aconteceram, o fenémeno da energia elétrica foi elucidado, e em 1882 foram construidas as
primeiras usinas geradoras por Thomas Edison (FARIAS; SELLITTO, 2011).

Na década de 1970 ocorreu a crise petrolifera, onde conflitos econémicos e ambientais
colocaram em questdo o uso indiscriminado do petrdleo, e o0s impactos ambientais
relacionados aos combustiveis fosseis. A partir de entdo surge um processo de mudanca na
matriz energética, com a busca por fontes de energia renovaveis, limpas e eficientes, que se
preocupam com o meio ambiente e os impactos climaticos (RODRIGUES; COSTA, 2012).

No mundo moderno a energia é fundamental no desenvolvimento de todos os paises,
afeta diretamente a vida de bilhdes de pessoas, e se caracteriza como a esséncia que
impulsiona a economia. Fontes seguras de energia estimulam o desenvolvimento das nagoes,
e tem papel direto na modernizacéo e expansao da industria, da agricultura, do comércio e dos
transportes. Através dos avancos energéticos foi possivel prosperar em todos os aspectos da
vida humana, como na medicina, na comunicacgdo, nos transportes e na educacdo (EXXON
MOBIL, 2014).

Mesmo a energia sendo a principal fonte do desenvolvimento mundial, as
consequéncias associadas a sua producdo ndo podem ser ignoradas. Diante da situacdo
climéatica e ambiental vivida nos dias de hoje, torna-se necessario reconsiderar a matriz
energética mundial. Analisando os avancos tecnoldgicos no campo da geracdo de energia é
possivel enxergar um panorama mais responsavel, que visa utilizar em maior propor¢ao
recursos de fontes renovaveis e limpas, pensando nos aspectos sociais, ambientais e
econdmicos (TESKE, 2013).

3.2 Matriz energética mundial

A producgdo e o consumo de combustiveis atingiram niveis recordes de aceleracdo,
com excec¢do da energia nuclear, em aspectos globais o consumo de energia cresceu mais
rapidamente que a producdo, 2,3% no ano de 2013. Aproximadamente 80% do aumento de
consumo global de energia é responsabilidade dos paises emergentes. O crescimento nos
EUA foi de 2,9%, enquanto o consumo na Unido Europeia, no Japéo e na Espanha teve queda
de 0,3%, 0,9% e 5%, respectivamente (BP ESTATISTICAL, 2014).

De acordo com o relatorio da IEA (International Energy Agency) Key World Energy
Statistics 2014, em relacdo a oferta total de energia priméria no mundo, os combustiveis
fosseis representam 81,7% da matriz energética global, energia nuclear 4,8%, ja a



participacdo de energias renovaveis corresponde 13,5% (IEA, 2014).
Na Figura 1 observa-se a oferta total de energia primaria no mundo segundo o
relatorio Key World Energy Statistics IEA de 2014.
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Figura 1. Oferta total de energia primaria no mundo (IEA, 2014).

O petréleo continua sendo a principal fonte de energia no mundo, representando
31,4% do total ofertado. Em sequéncia esta o carvao mineral com 29% e o gas natural com
21,3% do total de energia priméaria. A energia a partir de biocombustiveis e residuos
representam 10% do total no mundo, a energia hidraulica 2,4% e outras fontes como
geotérmica, edlica e solar somam 1,1% (IEA, 2014).

Estima-se que até 2040 a populacdo mundial aumentard de 7 bilhGes para
aproximadamente 9 bilhdes, como consequéncia a economia global ird duplicar e a demanda
energética aumentar em torno de 35%. A China e a India serdo responséaveis pela maior parte
desse desenvolvimento, sdo o0s paises com maior populacdo mundial e estima-se um
crescimento ainda maior nas proximas décadas (EXXON MOBIL, 2014).

A demanda de energia sempre serd impulsionada pelo crescimento populacional e as
necessidades econémicas e sociais. Nas duas ultimas décadas a populagdo mundial cresceu
1,5 bilhdo e a disponibilidade de energia para todas as pessoas ainda € um problema a ser

enfrentado. Em paises como a Africa e a Asia a eletricidade esta muito abaixo da demanda no



resto do mundo, e além do bem-estar, aspectos basicos de saneamento, saude e educacao séo
afetados pela falta de energia (WEC, 2013).

3.3 Matriz energética brasileira

Segundo o Relatorio Sintese do BEN 2014 (Balango Energético Nacional), no ano de
2013 registrou-se 4,5% de crescimento na oferta total de energia no pais, sendo 80% deste
acréscimo proveniente do gas natural, petrdleo e seus derivados. Este fato se deve a queda na
oferta interna de hidroeletricidade, consequentemente aumentando a geragdo térmica e a
utilizacdo de gas natural, carvao mineral e 6leo (EPE, 2014 a).

Na Figura 2 verifica-se a Oferta Interna de Energia no Brasil conforme o BEN 2014,
ano base 2013.
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Figura 2. Oferta total de energia primaria no Brasil (EPE, 2014 a).

No Brasil 41% da matriz energética € representada por fontes renovaveis, sendo
12,5% de energia hidraulica, 8,3% de lenha e carvao vegetal, 16,1% a partir de derivados da
cana e 4,2% de outras fontes renovaveis. Petroleo e derivados somam 39,3%, gas natural
12,5%, carv@o mineral e coque 5,6% e uranio 1,3% (EPE, 2014 a).



Em 2013 a Oferta Interna de Energia no pais alcancou o total de 296,2 Mtep (milhdes
de toneladas equivalentes de petréleo), sendo o setor de transportes o principal destaque por
esse crescimento, contribuindo com 4,1 Mtep. A producdo de etanol cresceu 17,6% e o
consumo subiu 19,9% comparado ao ano de 2012, esse desenvolvimento se deve também ao
fato do governo ter estipulado o aumento de 20 para 25% na quantidade de &lcool anidro na
gasolina (EPE, 2014 b).

A queda na oferta de energia hidraulica esta ligada aos aspectos climaticos que
interferiram no funcionamento das usinas hidrelétricas, chegando a 5,4% de declinio no ano
de 2013. As questdes hidricas levaram a uma queda na proporcdo de renovaveis na matriz
elétrica, de 84,5% para 79,3%. A energia eolica teve grande participacdo na geracdo de
energia elétrica, atingiu 2.202 MW, e aumento de 30,2% na participacao (EPE, 2014 b).

Mesmo com todos os esforcos para renovar a matriz energética, 0os combustiveis
fésseis continuam sendo as principais fontes de energia no mundo, mesmo sendo mais
poluentes do que combustiveis renovaveis, leva-se em consideracdo a maior eficiéncia

energética e questdes econdmicas mundiais (WEC, 2013).

3.4 Combustiveis fosseis

Aproximadamente 80% da energia consumida no mundo sdo provenientes da
combustdo de fontes fosseis. Esses combustiveis sdao meios eficazes para produzir energia,
mas sdo recursos finitos, apresentam instabilidade econémica e sdo altamente poluentes
(BORSATO; GALAO; MOREIRA, 2005).

Os principais combustiveis fosseis utilizados nos dias atuais sdo o petroleo, o carvdo

mineral e o gas natural (IEA, 2014).

3.4.1 Petréleo

Em estado liquido o petroleo é uma substancia oleosa, de cheiro caracteristico,
inflamavel e menos densa que a agua. E formado por uma mistura de hidrocarbonetos
originados da decomposicdo da matéria organica depositada por milhdes de anos
principalmente no fundo dos mares, sob a acdo de pressdo, temperatura, bactérias e pouco
oxigénio. O petroleo e constituido por centenas de compostos quimicos, que podem ser
separados por ebulicdo (THOMAS, 2004).



O uso de petroleo e seus derivados vém sendo empregados desde o inicio da chamada
petroquimica, substituindo outros materiais como a madeira, 0 concreto, e até metais. A
sociedade se adaptou facilmente aos beneficios advindos do petréleo, sendo utilizado em
larga desde o século passado. Apesar de ser um recurso ndo renovavel, é a principal fonte de
energia no mundo, possui alto poder calorifico, serve como matéria prima para produgédo de
produtos como pneus, tintas, resinas, chicletes, entre outros (MOTA,; SILVA; GONCALVES,
2009).

O volume de petrdleo produzido no mundo aumentou 0,64% no ano de 2013,
aproximadamente 550,8 mil barris/dia. Os paises que ndo fazem parte da Opep (Organizacéao
dos Paises Exportadores de Petrdleo) registraram alta de 2,35%, enquanto os paises que fazem
parte da Opep apresentaram queda de 1,6%. A Arabia Saudita continua sendo o maior
produtor mundial de petréleo, a Rissia vem em segundo lugar e o Brasil esta na 132 posicéo,
apos queda de 1,9%, chegando a um total de 2,1 milhdes de barris/dia, o que representa 2,5%
do total mundial (ANP, 2014).

Conforme o Anuério, no ano de 2013 o consumo mundial de petréleo chegou a um
total de 91,3 milhdes de barris/dia, tendo alta de 1,6%. Os Estados Unidos foi o pais que mais
consumiu petréleo no ano de 2013, com 18,9 milhGes de barris/dia, depois a China com 10,8
milhGes de barris/dia e o Brasil segue na 72 colocacdo com 3 milhdes de barris/dia,
correspondendo a 3,2% do total mundial (ANP, 2014).

3.4.2 Carvao mineral

O carvao mineral é constituido por matéria organica decomposta ao longo de milhdes
de anos, em condi¢es adequadas de pressdo, temperatura e oxigénio. Consiste em uma
associacdo de nitrogénio, enxofre, carbono e outros elementos como siltito, folhelhos,
diamictitos e pirita. A qualidade do carvdo € determinada pelo poder calorifico, ou seja, a
capacidade de produzir calor, medido em kcal’kg. O poder calorifico é definido pela
proporcao de carbono e compostos rochosos e minerais. O carvao de alta qualidade apresenta
maior quantidade de carbono, enquanto elementos rochosos e minerais diminuem a qualidade
do carvdo (ANEEL, 2009).

A utilizagdo do carvdo mineral na producdo de vapor para o funcionamento de
maquinas foi um dos motores que impulsionou a Primeira Revolugédo Industrial, a qual teve

inicio na Inglaterra no seculo XVIII. Posteriormente, no fim do século XIX o vapor
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proveniente do carvdo mineral comegou a ser utilizado na producdo de energia elétrica, mas
com o tempo, e a invencdo de motores a explosao, acabou perdendo espaco para o petroleo e
0 gas natural. Nos anos 70, principalmente pela crise do petroleo, o interesse pelo carvao
mineral ressurgiu, e é amplamente utilizado até os dias de hoje (ANEEL, 2009).

No ano de 2013 o consumo mundial de carvdo para energia primaria representou
30,1%, o maior valor registrado desde o ano de 1970. A China é responsavel por 67% do
crescimento global do consumo de carvdo, mesmo crescendo abaixo da média. A india esta
em segundo lugar, sendo responsavel por 21% do crescimento global. A produgdo de carvédo
global cresceu 0,8%, valor menor do que o registrado desde o ano de 2002 (BP
ESTATISTICAL, 2014).

No Brasil o carvao vapor (maior teor de cinzas) é utilizado para geracdo de energia
elétrica, o qual possui origem nacional, sendo produzido nos estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. No ano de 2013 a demanda de carvéo vapor no Brasil para
energia elétrica aumentou 59,1% em relacdo ao ano de 2012. O carvdo metalurgico (nobre)
apresentou queda de 3,0% no consumo do setor siderurgico em virtude da atenuacdo da
producdo fisica de aco bruto no ano de 2013 (EPE, 2014 a).

Atualmente o carvdo supre cerca de um quarto da energia mundial, sendo 0 mais
abundante entre os combustiveis fosseis € 0 que mais gera emissdo de gases poluentes,
alcancando no minimo 800g de CO,/kWh na queima em usinas termelétricas. Acredita-se que
até o ano de 2050 o mundo consuma 40% das reservas previstas de carvdo, portanto, o
emprego desse combustivel ainda pode persistir por muitos anos (TESKE, 2013).

3.4.3 Gés natural

O gés natural consiste em uma mistura de hidrocarbonetos gasosos, provenientes da
decomposicio de matéria organica fossilizada ao decorrer de milhdes de anos. E composto
basicamente por metano, com concentragbes variadas de outros elementos como etano,
propano, butano, nitrogénio, gas carbonico, acido cloridrico, metanol, 4gua, entre outros. A
composicao final do gas natural vai depender das condi¢des do reservatorio e de variaveis
naturais no processo de formagdo (ANEEL, 2009).

A utilizacdo do gas natural é ampla, sendo empregado nos setores industrial,
residencial, comercial e de servicos. Serve tanto para gerar energia elétrica, como também em

motores de combustdo, producdo de chamas, vapor e calor. Em comparacdo aos demais
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combustiveis fosseis 0 gas natural apresenta baixa emissdo de gases poluentes, rapida
dispersdo e baixos teores de contaminantes (ANEEL, 2009).

De acordo com o documento BP Statistical Review of World Energy 2014, o consumo
global de gés natural aumentou 1,4% em 2013, valor abaixo da média de 2,6%. A producao
de gas natural no mundo teve alta de 1,1% e os Estados Unidos seguem como 0 maior
produtor mundial (BP ESTATISTICAL, 2014).

No Brasil a producdo média diaria de gas natural no ano de 2013 foi de 77,2 milhdes
de m3/dia e a proporcéo importada foi de 46,5 milhdes de m3/dia. Foi registrado um acréscimo
de 47,6% na geracdo térmica a partir do gas natural, chegando a 69,0 TWh. O géas natural
empregado na geracdo de energia elétrica apresentou aumento de 57,8%, em média 42,7
milhGes mé/dia (EPE, 2014 a).

Em virtude da disponibilidade e aplicabilidade do gas natural como fonte energética
de queima limpa, a expansdo da producdo e consumo desse combustivel serd capaz de
alavancar a economia e contribuir com as metas ambientais propostas para 0s proximos anos
(EXXON MOBIL, 2014).

A emissdo de poluentes esta diretamente relacionada a combustdo dos combustiveis
fosseis, e estes sdo responsaveis por grande parte dos problemas ambientais e de saide que

acometem o planeta e a sociedade na atualidade (EPE, 2014 c).

3.5 Emisséo de poluentes

De acordo com o relatério anual da WMO 2014 (World Meteorological Organization),
0s anos de 2012 e 2013, foram os que mais apresentaram acumulo de CO, na atmosfera desde
0 ano de 1984. A concentracdo de CO, na atmosfera atingiu 396 ppm (partes por milhdo) em
2013, sendo a taxa mais elevada dos Gltimos 30 anos. A pesquisa relata que o aumento na taxa
de CO, néo ¢é consequéncia apenas das emissdes, mas se deve também a queda na absorcao de
carbono pela biosfera (WMO, 2014 a; OLANYK et al., 2014).

A interferéncia do homem sobre o clima é evidente, pesquisas apontam que as
emissdes antropicas de gases do efeito estufa sdo as mais altas da historia. As mudancas
climaticas acarretaram danos globais generalizados, tantos sociais como ambientais. O
aumento da temperatura da Terra é real, 0s oceanos e a atmosfera estdo mais quentes, a
proporcdo de neve e gelo diminuiu, e o nivel do mar estd aumentando. As emissfes de CO,

provenientes de combustiveis fosseis e processos industriais foram responsaveis por
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aproximadamente 78% do aumento das emissdes, chegando a 32 GtCO, no ano de 2010,
crescendo mais 2% em 2012 (IPCC, 2014).

O aumento médio global da temperatura é quase diretamente proporcional as emissdes
de dioxido de carbono acumuladas. Nas trés ultimas décadas a temperatura da Terra aumentou
progressivamente, o periodo que compreende de 1983 a 2012 provavelmente foi o mais
quente dos ultimos 800 anos. Os gases do efeito estufa contribuiram com 0,5 °C a 1,3 °C no
aquecimento na Terra entre 1951 a 2010. A temperatura média da Terra € de 14° C, estima-se
que um aumento de mais 2 °C traria graves consequéncias ao ambiente (IPCC, 2014).

De acordo com o relatdrio Estimativas Anuais de Emissfes de Gases de Efeito Estufa
2014, organizado pelo MCT]I (Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacédo), no Brasil o total
das emissfes no ano de 2012 foi de 1,2 bilhdo de toneladas de CO,eq. Segundo as estimativas
do relatério as emissdes diminuiram 41,1% entre os anos de 2005 e 2012 (MCT]I, 2014).

Na Figura 3 observa-se as emissdes brasileiras de gases de efeito estufa no ano de

2012 em GgCO.eq por setor.
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Figura 3. Emissdes de gases de efeito estufa no Brasil (MCTI, 2014).

Os setores de agropecuéria e energia foram 0s que mais emitiram gases de efeito
estufa no ano de 2012 (37% do total). Em sequéncia vem o setor de florestas, representando
15% das emissOes, valor bem abaixo dos 58% registrados em 2005. Processos industriais
estdo em 4° lugar com 7% e por Gltimo o setor de tratamento de residuos com 4% do total das

emissdes. Com esses dados o Brasil esta proximo de atingir as metas previstas para 2020,
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estabelecidas pela Lei 12.187 de 2009, a qual define o compromisso nacional de reduzir as
emissdes de gases de efeito estufa (MCTI, 2014).

As questbes atmosféricas e a salde do homem estdo diretamente relacionadas. A
péssima qualidade do ar dos Gltimos anos gerou sérios problemas econdmicos, ambientais e
de satde no mundo inteiro. Os poluentes na atmosfera como didxido de enxofre, 6xidos de
nitrogénio, ozénio e compostos organicos volateis, quando inalados penetram no sistema
respiratorio e causam uma serie de reacdes biologicas. A Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) publicou dados alarmantes sobre a qualidade do ar e a saude humana. O estudo
indicou que 6,7% das doencas no mundo podem ser atribuidas a poluicdo do ar por particulas.
Mais de 152.000 mortes prematuras sdo consequéncia a exposi¢do ao 0zonio. Sendo 40% por
isquémica do coracdo, 40% acidente vascular cerebral, 11% doenca pulmonar, 6% cancer de
pulmé&o e 3% infecces respiratdrias em criancas (WMO, 2014 b).

O parecer do PNUMA (Programa das NacGes Unidas para 0 Ambiente) em relacdo as
metas climéticas para 2020 mostra que as acles apresentadas pelos governos, ainda estdo
longe do ideal e do que é preciso para mitigar as mudancas no clima. As consequéncias irdo
afetar milhGes de pessoas no mundo inteiro, aléem de destruir ecossistemas e levar a extingéo
de espécies (TESKE, 2013).

Para alcancar os objetivos propostos em relacdo ao meio ambiente e o clima se faz
necessario mudancgas reais na matriz energética, e maior investimento em combustiveis

renovaveis, 0s quais sdo menos agressivos ao planeta (IPCC, 2014; TESKE, 2013).

3.6 Combustiveis renovaveis

O desenvolvimento econémico e social da sociedade moderna depende diretamente de
energia. A Revolugéo Industrial desencadeou o0 aumento desenfreado em busca de recursos e
energia, tendo os combustiveis fosseis como principal fonte de desenvolvimento. A demanda
por energia cresce progressivamente e a estimativa é que triplicara durante o século XXI. O
uso descontrolado dos sistemas energéticos a fim de abastecer a demanda global por energia é
responsavel pela maioria dos problemas ambientais enfrentados na atualidade (IGBP, 2012).

A matriz energética necessita ser remodelada, sendo importante ampliar a producdo e
o consumo de formas renovaveis e limpas de energia, através de politicas publicas, subsidios,
financiamentos e investimentos. Os processos energéticos precisam ser revistos com o

objetivo de diminuir consideravelmente as emissfes de gases poluentes, proteger a saude, o
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solo, as aguas e a biodiversidade (IGBP, 2012).

Além dos beneficios ambientais, a expansdo do uso de fontes renovaveis na matriz
energética garante a independéncia internacional de combustiveis fdésseis e possibilita o
acesso a eletricidade para localidades remotas. A busca por energias limpas ndo se trata
apenas de questbes ambientais, mas aborda fatores sociais e econdémicos cruciais para o
desenvolvimento global. As fontes de energias renovaveis sao inumeras e estdo se tornando
cada vez mais competitivas, porém se encontram em diferentes niveis de maturidade e
desenvolvimento. Ainda assim, apresentam diversas vantagens em relacdo aos combustiveis
fésseis, como a redugdo nos custos de exploracdo, menor emissao de poluentes e sistemas
descentralizados de energia (TESKE, 2013; GALLINA; DIAS; RODRIGUES, 2014).

As fontes de energias renovaveis sdo provenientes de recursos naturais e inesgotaveis,
como a energia solar (sol), edlica (vento), biomassa, hidrica e geotérmica. No ano de 2013 o
consumo de energia a partir de fontes renovaveis aumentou 2,7%, superior a 0,8% de uma
década atras. A geracdo de energia por renovaveis também continuou a expandir, chegando a
aumentar 16,3%. A China foi o pais que registrou o maior crescimento com renovaveis,
seguido pelos Estados Unidos. Em termos de fontes energéticas, a energia solar foi a que mais
se desenvolveu (33%), a energia edlica cresceu 20,7%, enquanto os biocombustiveis
aumentaram abaixo da média, sendo os maiores produtores o Brasil (16,8%) e os EUA (4,6%)
(BP ESTATISTICAL, 2014).

A utilizacdo de biocombustiveis pode caracterizar-se uma alternativa aos combustiveis
fosseis, visto que sdo produzidos pelo aproveitamento de recursos da biomassa (plantas
oleaginosas, cana-de-acucar, residuos florestais e industriais, entre outros). Os
biocombustiveis apresentam como principais caracteristicas serem biodegradaveis,
renovaveis, liberarem na atmosfera 98% menos enxofre e 50% menos elementos particulados
que outros combustiveis de origem fossil, além de, promoverem a geracdo de empregos e a
expansdo da agricultura familiar (DERMIBAS, 2008).

Quando provenientes de matéria prima vegetal, os biocombustiveis auxiliam no ciclo
do carbono na atmosfera, uma vez que o CO, emitido na combustéo € reabsorvido novamente,
diminuindo o impacto ambiental, pois reduz as emissdes de CO, (BENEDETT] et al., 2009).

A producdo de biocombustiveis busca novas tecnologias que possibilitem inovacgdes
na area de energia. No Brasil os dois principais biocombustiveis utilizados sdo o biodiesel e 0
etanol, os quais s@o produzidos por meio de fontes renovaveis e contribuem positivamente
com a reducéo da poluicdo do meio ambiente (GODOI; OLIVEIRA Jr.; MATALI, 2012).



15

3.6.1 Biodiesel

O Biodiesel se caracteriza por ser um combustivel biodegradavel, que ndo contém
compostos sulfurados e aromaticos, sendo derivado de fontes renovaveis como 6leos vegetais
e gorduras animais. Quando comparado ao diesel oferece vantagens como a baixa emissao de
gases poluentes, por exemplo, o didxido de carbono. E constituido por ésteres metilicos ou
etilicos de acidos graxos, obtidos a partir de reacdo de transesterificacdo de triglicerideos. O
processo de transesterificagdo consiste na reacdo dos triglicerideos presentes nos o6leos
vegetais ou gorduras animais com alcool em presenca de catalisador, formando o biodiesel
(MAIA etal., 2011; FOLQUENIN et al., 2011; MATOS, 2012).

No Brasil existem diferentes espécies de oleaginosas das quais se podem produzir o
biodiesel, como a mamona, o dendé, o girassol, o babacgu, a soja e o algoddo. Além dessas
matérias primas, esse biocombustivel pode ser produzido a partir de residuos como 6leos de
frituras e de sebo bovino (APOLINARIO, 2012; GALLINA et al., 2014a).

A fim de estimular a producéo de biocombustiveis, 0 governo brasileiro estabeleceu a
lei N° 11097/2005, a qual exigia a obrigatoriedade de 5% de biodiesel ao combustivel de
petroleo. No ano de 2014, a lei foi revogada, entrando em vigor a lei N° 13.033 de 24 de
setembro, a qual estabelece o percentual obrigatério de 7% de biodiesel ao 6leo diesel
comercializado (BRASIL, 2005; BRASIL, 2014).

Por se tratar de uma alternativa ao 6leo diesel do petréleo, o biodiesel tem se mostrado
protagonista na diminuicdo da poluicdo por emissdo de gases do efeito estufa. Entre outras
vantagens, colabora com a mudanc¢a na matriz energética, auxilia na independéncia do pais
em relacdo ao petroleo e ainda tras beneficios sociais como a geracdo de renda e empregos na
agricultura familiar (MDA, 2011; VIOMAR; BANCZEK; RODRIGUES, 2013).

Desde quando o biodiesel comecou a ser produzido e consumido no Brasil, se obteve
avancos na qualidade do ar, principalmente nas grandes cidades. As emissdes de gases do
efeito estufa reduziram e foi evitada a emissédo de aproximadamente 22 milhdes de CO, na
atmosfera. Dentre as matérias-primas utilizadas se destacam a soja (69,6%), o sebo bovino
(14,7%) e o algodao (3,61%) (MAPA, 2014).

Segundo o Balango Energético Nacional do ano de 2014, a quantidade de B100
produzido no Brasil no ano de 2013 alcangou 2.917.488 m3, ja no ano anterior a producgéo era
de 2.717.483 m3. Com esse valor, observou-se alta de 7,4% na proporcdo de biodiesel
disponibilizado no mercado (EPE, 2014 a).


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2013.033-2014?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2013.033-2014?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2013.033-2014?OpenDocument
http://lattes.cnpq.br/1559766893291724
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3.6.2 Etanol

O processo de fabricacdo de etanol para uso como combustivel foi estimulado pelo
governo Getulio Vargas, quando surgiu a necessidade de se desenvolver um combustivel que
viabilizasse o processo de producdo de agucar, em relacdo ao preco e a oferta interna. No ano
de 1933 foi criado o Instituto do Aclcar e Alcool (IAA), com a finalidade de preservar a
economia do Brasil das flutuacdes do mercado externo. O IAA foi desfeito em 1990 e o
governo parou de estipular o preco da cana, do alcool e do agucar (MATOS, 2012).

Em 1975 foi criado o Proalcool (Programa Nacional do Alcool), o qual tinha como
objetivo assegurar a demanda de etanol no processo de substituicdo da gasolina, expandir a
oferta de matéria-prima e desenvolver a inddstria sucroalcooleira. Entre os anos de 1983 a
1988, 90% dos automdveis comercializados no Brasil eram movidos a etanol. Apos as quedas
nos precos do petrleo em 1980, a producgdo de etanol reduziu, e na década de 1990 apenas
1% dos automdveis comercializados eram movidos a etanol. O etanol ainda manteve
participacdo consideravel na matriz energética brasileira, devido a adicdo de etanol anidro a
gasolina e também pelo desenvolvimento dos carros flex (MATOS, 2012).

A producédo do etanol combustivel ocorre por fermentacdo de aglcar ou pela quebra
guimica do amido existente em grdos como milho, trigo e centeio. No Brasil a principal
matéria-prima utilizada € a cana-de-acgUcar, ja nos Estados Unidos o milho € a matéria-prima
mais usada e na Unido Europeia utiliza-se normalmente o trigo. Nos veiculos o etanol pode
ser utilizado de forma pura ou adicionado a gasolina em proporcoes de 18% a 27,5% (MAIA
et al, 2014; TESKE, 2013).

O etanol apresenta formula molecular C,HgO, pode ser empregado como combustivel
(motores ciclo Otto) misturado com a gasolina, no caso do etanol anidro, ou puro,
normalmente hidratado. De acordo com a normatizacdo brasileira o etanol anidro precisa
conter menos de 0,6% de agua e o etanol hidratado entre 6,2 e 7,4% (GOLDEMBERG;
COELHO; GUARDABASSI, 2008).

Nos dias de hoje dois fatores principais incentivam a producao de etanol, em primeiro
lugar o preco de petroleo e em segundo a instabilidade econémica e politica dos paises
produtores. Junto com esse cenario as emissdes de poluentes na atmosfera e 0 aquecimento
global estimulam a producdo e o consumo do etanol, um combustivel renovavel e menos
agressivo ao meio ambiente (SOUSA; SCUR; SOUZA, 2012).

Segundo o Balanco Energético Nacional de 2014, houve aumento de 17,6% na



17

producdo de etanol, chegando ao valor de 27.608,6 mil mé. Do total da produgéo, 56,5%
refere-se ao etanol hidratado (15.603,9 mil m3). O etanol anidro, o qual é misturado a
gasolina, teve alta de 25,5%, registrando o valor de 12.004,7 mil m3 (EPE, 2014 a).

O mercado do etanol ird aumentar nos proximos anos, em consequéncia das
legislagcBes ambientais que forcam o uso de biocombustiveis nos meios de transporte, como é
0 caso do Protocolo de Kyoto, que prevé a mistura de biocombustiveis na gasolina e a
ampliacdo de automdveis bicombustiveis. Os paises que mais participam do mercado de
etanol sdo Brasil e Estados Unidos, somando 80% de toda producdo e comercializagdo
mundial. (PACHECO, 2011; MME, 2014).

O etanol produzido e comercializado no Brasil é o de primeira geracdo, a partir da
fermentacdo do caldo da cana-de-agucar principalmente pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Mesmo sendo uma tecnologia estabelecida, com baixo custo e alta produtividade,
ainda existem possibilidades a serem exploradas, buscando resolver aspectos econdmicos,
logisticos e de produtividade. Nesse panorama o etanol de segunda geracdo (E2G) pode vir a
auxiliar, impulsionando o mercado do etanol (SOUSA; SCUR; SOUZA, 2012).

O etanol de segunda geracdo pode ser produzido a partir do bagaco e da palha da cana-
de-agUcar, materiais lignoceluldsicos de variadas fontes e biomassa de residuos industriais ou
agricolas. O processo se baseia na quebra da fonte celulésica ou de biomassa, que pode ser de
forma quimica, fisica ou enzimatica, com 0 objetivo de obter a sacarose para producdo do
etanol. Diversos paises estdo realizando pesquisas sobre o etanol de segunda geracéo a fim de
torna-lo competitivo no mercado, entre estes, Brasil e Estados Unidos sdo o0s maiores
incentivadores (SOUZA, 2013).

A associacdo entre os sistemas de primeira e segunda geracdo de etanol irdo beneficiar
a rota desse biocombustivel, aumentar o volume de etanol produzido em relacdo a mateéria-
prima utilizada, reaproveitar residuos, alavancar a economia e contribuir com o meio
ambiente (PACHECO, 2011).

3.7 Residuos industriais com potencial energetico

3.7.1 Glicerol coproduto do biodiesel

Glicerol (C3HgO3) € o nome de composto organico 1,2,3-propanotriol, que foi

descoberto por Carl W. Scheele no ano de 1779, os seus sinénimos sdo glicerina,
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trihidroxipropano, glicil alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano. O glicerol pode ser
encontrado naturalmente na natureza em vegetais (Soja, mamona, babacu, girassol) e em
animais como composto termorregulador combinado com &cidos graxos. Na sua forma pura o
glicerol é um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscopio, apresenta sabor doce, soluvel
em &gua e alcool e insoltvel em éter e cloroférmio. Quando purificado apresenta diversas
aplicacdes nas industrias de cosméticos, alimentos, farmacéutica e na fabricacdo de resinas
(YANG et al., 2013).

O glicerol bruto é o principal coproduto da producdo do biodiesel, representando
aproximadamente 10% do total da producdo. O glicerol residual do biodiesel obtido por
processo de transesterificacdo contém diversos contaminantes como &cidos graxos,
catalisadores, sais e agua. O custo de purificacdo se torna dispendioso e pesquisas estdo sendo
direcionadas buscando a utilizagdo do glicerol bruto diretamente, sem a necessidade de pré-
tratamento. Visando dessa forma, viabilizar a rota do biodiesel, dar um destinado adequado a
esse residuo, agregar valor econémico e ainda proteger 0 meio ambiente evitando o descarte
irregular em locais inapropriados (AYOUB; ABDULLAH, 2012; SILVA et. al., 2009).

Na Figura 4 é apresentada a reacdo global de transesterificacdo, principal rota para

obtenc¢éo do biodiesel e geracdo do coproduto, o glicerol.
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Figura 4. Transesterificacdo de dleos vegetais (MOTA,; SILVA; GONCALVES, 2009).

A primeira etapa consiste na conversdao de triglicerideos em diglicerideos,
posteriormente a conversdo destes em monoglicerideos, e por Gltimo os glicerideos séo
convertidos a glicerol, o que rende uma molécula de éster de alcool por glicerideo em cada
etapa. No final do processo de transesterificacdo, se forma uma massa liquida de duas fases

facilmente separadas por decantacdo, na qual a fase superior contém os ésteres metilicos ou
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etilicos que formam o biodiesel, e a fase inferior € composta por glicerol bruto e impurezas
(RIVALDI et al., 2008; TAN; AZIZ; AROUA, 2013).

Na Tabela 1 podem ser observadas as propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Tabela 1. Propriedades do glicerol (HAYNES, 2012).

Propriedades Valores
Massa molar 92,09 g/mol
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1260 kg/m®
Viscosidade 20°C 939 cP
Ponto de ebulicdo (1 atm) 290°C
Ponto de fuséo 18°C

Ponto de inflamacao 177°C
Tensé&o superficial 20°C 63,4 mN/m

Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2435 J/kg
Calor de evaporacgdo 55°C 88,12 J/mol

Calor de dissolucao 5,8 kd/mol
Calor de formacéo 667,8 kJ/mol

Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)

As caracteristicas do glicerol residual dependem do tipo de &cido graxo utilizado na
producdo do biodiesel, como também do tipo de catalisador empregado no processo.
Alternativas para o emprego do glicerol vém sendo estudadas, uma delas é a plastificacdo do
amido para producdo de plastico biodegradavel, também ¢ usado para substituir o
etilenoglicol em produtos anticongelantes. Pode ser aplicado em processos eletroquimicos
para producdo de hidrogénio. E ainda, por ser uma excelente fonte de carbono, pode ser
aproveitado por microrganismos para realizar fermentacdo anaerdbica e converte-lo em
produtos de maior valor econdémico (COFRE et al., 2011; GALLINA et al., 2014b).

Por se tratar de um composto fundamental no metabolismo dos microrganismos,
exercendo funcdo de precursor para variados compostos e regulador intracelular, o emprego
do glicerol em processos microbioldgicos é de grande interesse. O glicerol é composto por
nutrientes como enxofre, magnésio, fosforo, célcio, sddio e nitrogénio, 0os quais podem
auxiliar no crescimento dos microrganismos durante a fermentacéo (ITO et al., 2005).

A utilizagéo do glicerol em processos de fermentagdo comparado a outros que utilizam
acucares comuns, oferece melhores respostas de rendimento por possuir redugdo nos atomos
de carbono. Podendo ser utilizado como substituto para substratos tradicionais como sacarose,

glicose e amido, utilizados em processos fermentativos. Se comparado com a glicose, a
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conversao do glicerol em fosfoenolpiruvato gera o dobro de equivalentes redutores,
representando um rendimento global duas vezes maior o da fermentacdo da glicose
(GONZALEZ et al., 2008; DHARMADI; MURARKA; GONZALEZ, 2006).

O glicerol quando fermentado por bactérias anaerdbicas facultativas pode ser
convertido a varios produtos de maior valor econdmico, como o 1,3-PD (mondmero aplicado
na geracdo de biopolimeros), 2,3 butanodiol, biogas, acido acético, acido latico e etanol
(SAXENA et al., 2009; KOVALSKI et al., 2013).

A bactéria Escherichia coli ¢ um dos microrganismos capazes de produzir alcool
através da fermentagdo do glicerol por conversdo microbiolégica. Condi¢bes adequadas como
auséncia de oxigénio, pressdo, temperatura e pH ideal, sdo essenciais para a atividade
metabolica da bactéria e o processo microbiologico para producdo de metabdlitos como o
etanol (LIMA et al., 2007; COFRE et al., 2011).

Na Figura 5 encontra-se a rota metabdlica da degradacdo do glicerol e formacéo dos
possiveis produtos finais, por processo de fermentacao a partir de diferentes microrganismos,

incluindo a bactéria Escherichia coli.
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Figura 5. Rota metabdlica da degradacao de glicerol por Escherichia coli (GONZALEZ, et
al., 2008; DURNIN et al., 2008; SILVA et al., 2009; ADNAN et al., 2014).

A conversdo do glicerol em produtos de maior valor econdmico a partir de rotas

metabolicas € uma forma interessante e vantajosa de aproveitar 0 excesso desse residuo na
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indUstria do biodiesel. O maior desafio atualmente é desenvolver processos e servigos em que
0 glicerol deixe de representar um gargalo na producdo do biodiesel, para que esse
biocombustivel possa oferecer maior rentabilidade econdmica e menos problemas ambientais
(RIVALDI et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2011; ADNAN et al., 2014).

Mota, Silva e Gongalves (2009) estudaram novos produtos e processos a partir do
glicerol residual da producdo do biodiesel. Os autores discutiram a transformacao quimica do
glicerol em outros compostos de maior valor agregado, tais como éteres, acetais, ésteres de
aplicacdes tecnoldgicas, e aplicagcdes no setor de combustiveis.

Cofré et al. (2011) realizaram uma pesquisa com o aproveitamento do glicerol para
producdo de etanol utilizando a bactéria Escherichia coli. Os autores buscaram aperfeicoar
meios de cultura por um projeto de triagem utilizando o programa Plackett-Burman, a fim de
obter as melhores condicdes de fermentacdo. Foi utilizado glicerol com 99% de pureza, junto
com um mix de tampéo fosfato, cloreto de amonio, fosfato monopotéssico, sulfato de sddio,
cloreto de sodio e sulfato de magnésio.

Varrone (2013) descreveu um processo de fermentacdo do glicerol para producéo de
etanol e hidrogénio. No referido processo é utilizado um consércio de bactérias derivadas de
lodo ativado de processos de fermentagdo, esgoto vegetal ou sedimentos de lagoas
eutrofizadas. O glicerol é diluido em meio de cultura e inoculado ao consércio de bactérias,
fermentado em condicdes anaerdbicas a 37-38 °C.

Caparica et al. (2013) desenvolveram um processo de obtencdo de etanol por
fermentacdo microbiol6gica do glicerol bruto utilizando a bactéria Escherichia coli. No
método desenvolvido sdo utilizados diferentes meios de cultura com a finalidade de estimular
a fermentacdo bacteriana. Foram empregados 0s meios de cultura triptose, peptona, lactose e
dextrose.

Suhaimi et al. (2012) avaliaram a bioconversédo do glicerol em etanol a partir de
diferentes microrganismos e comparou a eficiéncia da fermentacdo das linhagens
selecionadas. O melhor rendimento observado foi com a cepa de Escherichia coli SS1 e, além
disso, foi 0 microrganismo que mostrou maior afinidade com o glicerol para producgédo de
etanol.

Além do glicerol residual do biodiesel, outros residuos industriais podem ser
empregados em processos de fermentacdo. A industria de papel e celulose produz elevada
quantidade de residuos, e estes possuem potencial energetico, podendo ser utilizados em
processos de conversdo para producéo de energia (SANCHEZ; KAFAROV, 2011).
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3.7.2 Residuos lignoceluldsicos

O Brasil se destaca por ser um dos grandes produtores mundiais de papel e celulose no
mundo. Segundo dados da BRACELPA (Associacdo Brasileira de Celulose e Papel), o pais €
0 4° maior produtor de celulose gerando 13.977 mil toneladas de celulose e o 9° maior
produtor de papel, produzindo de 10.260 mil toneladas de papel por ano. No Brasil atuam 220
empresas em 18 estados, existem 2,2 milhdes de hectares de florestas plantadas para fins
industriais e 2,9 milhdes de hectares de florestas preservadas, oferecem 128 mil empregos
diretos e 640 mil empregos indiretos (BRACELPA, 2014).

O potencial brasileiro nesse setor é destaque por apresentar médo de obra qualificada,
clima e solo adequado e investimentos em pesquisas de genética e biotecnologia. As florestas
plantadas auxiliam na restauracdo de terras degradadas, ndo competem com agricultura
tradicional e contribuem com o sequestro de CO,. De acordo com a BRACELPA, anualmente
sdo absorvidos 1 bilhdo de toneladas de CO, da atmosfera pelas florestas plantadas,
colaborando diretamente com a preservacao do meio ambiente (MAIOLINO, 2013).

As industrias madeireiras, assim como de papel e celulose, envolvem basicamente o
processamento fisico, quimico e mecéanico da madeira, e no final do processo de producao,
gera-se uma série de residuos. Uma industria de papel, por exemplo, gera aproximadamente
10 toneladas de rejeitos por dia. Como essa cadeia produtiva funciona em larga escala, a
aplicacdo de novos processos de aproveitamento destes residuos é considerada um desafio
continuo para as industrias. A grande demanda de madeira no mundo, e seu papel
fundamental na economia fazem deste recurso um importante foco de pesquisas e estudos
(WIECHETECK, 2009; FERREIRA, 2013).

Durante o processo de producdo os residuos gerados séo galhos, topos, e cascas, 0s
quais na maioria das vezes sdo deixados no campo para adubacdo. Apos a classificacdo cascas
e cavacos sao descartados e normalmente encaminhados para queima. No processo de
producdo de celulose é gerado o licor preto, o qual pode ser queimado em caldeiras de
recuperacdo. Para producdo de papel sdo gerados sobras de aparas, coque, fibras e fiapos.
Mesmo com todo esforgo para reaproveitamento desses residuos, grande parte ainda é
destinada a aterros sanitarios e depositos inadequados (BRACELPA, 2010).

A producdo elevada de residuos e 0 baixo reaproveitamento geram passivos
ambientais e danos econémicos para a industria, sociedade e governo. Contudo, parte desses

residuos apresenta potencial energético, podendo ser utilizados como matéria-prima em
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processos de combustdo direta, gaseificacdo, briquetagem e pir6lise. Residuos da industria de
papel e celulose apresentam também em sua composi¢do, grande quantidade de celulose
podendo ser empregados em bioprocessos (WIECHETECK, 2009; QUIRINO et al., 2012;
OJEDA; SANCHEZ; KAFAROV, 2011).

De acordo com o Cenbio (Centro Nacional de Referéncia em Biomassa), a geracéo de
energia a partir da biomassa pode ser classificada em duas categorias. A primeira é a
tradicional, obtida por combustdo direta da lenha, madeira, residuos de animais e urbanos. A
outra categoria € a moderna, na qual a energia é gerada por tecnologias avancadas de
converséo (VIDAL; HORA, 2011).

A Figura 6 apresenta as diferentes rotas de conversdo para producdo de energia, que
podem ser empregados os residuos de biomassa da industria de papel e celulose e residuos

florestais.

Processos de

Fontes de Biomassa ‘ Energético

Conversao
Fermentagéo —{ Etanol
Liquefagio —‘ Combustio Liquida
( Combustio Direta Calor
Florestas -
Plantadas )
Prcl)\nj[essnamento L] Lertha
ecanico
Residuos Coleta &
Florestais Colheita _ ' Pellets
Densificagio < _
Residuos | Briquetes
L Indastriais Pirolise o Carvao
' Gas Combustivel
Gaseificagdo <
/ Metanol

Figura 6. Rotas de aproveitamento da biomassa (VIDAL; HORA, 2011).

Os diversos processos de conversdo sdo comparados em relagdo a eficiéncia
energeética, custo e emissdes de gases poluentes. A valorizagdo dos diferentes sistemas
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depende da infraestrutura exigida e das condi¢des do mercado no momento. A utilizagéo de
biomassa florestal como fonte de energia vem crescendo e sendo estimulada, se
caracterizando como um destino adequado a grande demanda de residuos produzidos no setor
(VIDAL,; HORA, 2011; AKHTARI; SOWLATI; DAY, 2014).

A composicdo quimica da madeira pode ser bastante variada, dependendo da espécie.
E constituida basicamente por celulose, hemicelulose, lignina e pequenas quantidades de
extrativos e sais minerais. A celulose é o principal componente da madeira, constitui cerca de
40%, se caracterizando como um polimero linear, formado por moléculas de anidro-glicose
unidas através de ligagdes PB-(1-4)-glicosidicas. A hemicelulose é composta por glicose,
manose, galactose, xilose, arabinose, e pode ainda apresentar diferentes quantidades de acidos
urdnicos e desoxi-hexoses em alguns tipos de madeira. A hemicelulose compbe
aproximadamente 20% da madeira e apresenta-se na forma de polimeros ramificados de
menor massa molar que a celulose, podendo ser homopolimeros ou heteropolimeros. Por sua
vez, a lignina é constituida de unidades de fenilpropano que formam uma macromolécula
tridimensional e amorfa, representa cerca de 20% do total da madeira (TAIZ; ZEIGER, 2013;
KERBAUY, 2012).

As propriedades fisicas dos residuos da industria de papel e celulose sdo fundamentais
para 0 emprego como fonte energética. Os pardmetros mais importantes para biomassa séo a
umidade residual e a densidade energética. A baixa densidade resulta em altos custos de
transporte e armazenamento. A umidade tem relacdo com o poder calorifico, quanto maior
umidade, menor é o poder calorifico. Outros parametros que devem ser considerados sao a
percentagem de material volatil, carbono fixo e teor de cinzas (VIDAL; HORA, 2011,
ACHARJEE; CORONELLA; VASQUEZ, 2011).

A geracdo de energia proveniente de residuos da matriz lignoceluldsica se mostra
como uma alternativa interessante, mundialmente estudada, com foco na conversédo dos
residuos em produtos de maior valor agregado. A utilizagdo desses rejeitos como fonte de
energia apresenta diversas vantagens como 0 baixo custo para aquisicdo da matéria-prima,
reducdo das emissdes, preservagdo da biodiversidade, além de ser um recurso renovavel. No
entanto, ainda se faz necessario maior incentivo de infraestrutura, subsidios econémicos e
desenvolvimento de tecnologia avancada para viabilizar a rota de reaproveitamento de
residuos lignocelul6sicos, como fonte de matéria-prima para geragdo de energia (LIMAYEM,;
RICKE, 2012; ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; MABEE; MCFARLANE;
SADDLER, 2011).
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Silva F. V. (2012) fez uma abordagem sobre o panorama e as perspectivas do etanol
lignocelulésico no Brasil. Na pesquisa foram explorados os caminhos atuais mais promissores
para a producdo do etanol a partir de materiais lignocelulésicos, como residuos agricolas,
industriais e florestais. O estudo demonstrou que o Brasil tem incentivado o desenvolvimento
de técnicas de producdo mais eficientes, no entanto, ainda se fazem necessarias mais
pesquisas na area para tornar o etanol lignoceluldsico viavel economicamente.

Jiang et al. (2013) estudou a fermentacdo de materiais celulésicos para producédo de
bioetanol a partir de populagdes bacterianas. A fermentacdo foi realizada em batelada,
empregando-se culturas de Clostridium thermocellum e Thermoanarobacter pseudethanolicu,
em um fermentador semi-continuo por 96 h. O estudo demonstrou ser possivel produzir
bioetanol celulésico por fermentacdo microbioldgica, sendo a concentracdo de substrato e o
pH, pardmetros importantes para conversdo da celulose.

Saha e Cotta (2012) pesquisaram a capacidade da bactéria Escherichia coli
recombinante FBR5 de produzir etanol a partir de hexoses e pentoses derivadas da biomassa
lignoceluldsica. O estudo demonstrou que em condi¢cdes adequadas a bactéria é capaz de
fermentar os agUcares e é tolerante aos inibidores da fermentagcdo como o furfural e acido
acético, apresentando potencial para ser utilizada em processos industriais.

Gomes e colaboradores (2008) desenvolveram um processo de aproveitamento de
residuos lignocelul6sicos e sua aplicacdo na producdo de etanol. O processo baseia-se na
producdo de enzimas a partir do fungo Penicillum funiculosum adaptado em meio de cultivo
com substrato celulésico. O processo de fermentacdo a partir do fungo resulta em um
preparado enzimatico capaz de hidrolisar a celulose e a hemicelulose para a producdo de

etanol.

3.8 Biotecnologia

A biotecnologia consiste em uma ferramenta indispensavel para o desenvolvimento de
novas tecnologias nos mais variados setores. Pode ser definida como um agregado de técnicas
que fazem uso de sistemas bioldgicos ou organismos vivos para a producdo ou modificacdo
de produtos e processos (MAPA, 2010).

Pode-se dividir a biotecnologia em duas vertentes, a classica e a moderna. A classica
estd relacionada as atividades milenares que o homem desenvolve, como a fermentacéo e

producdo de pdo e vinho. A moderna diz respeito a processos mais complexos como a



26

engenharia genética, DNA recombinante e cultura de células e embrides. O termo
biotecnologia é bastante novo, sendo utilizado pela primeira vez no inicio do século passado,
porém, o principio do qual se originou é muito antigo (EMBRAPA, 2011).

Esse ramo de estudo envolve uma complexa gama de conhecimentos provenientes da
ciéncia e da tecnologia. Abrange desde a ciéncia basica (microbiologia, biologia molecular e
celular), como a ciéncia aplicada (imunologia, bioguimica, fisica e eletrénica) e também
outras técnicas diversas (purificacdo, fermentacdo, informatica, robotica e processos). Os
avangos gerados com a biotecnologia sdo numerosos, como plantas modificadas e mais
resistentes ao ataque de pragas, medicamentos, vacinas, detergentes, biodegradacao,
processos industriais menos poluentes, biocidas, biocombustiveis, trazendo beneficios
econbmicos, sociais e ambientais (MALAJOVICH, 2011).

A primeira revolugdo biotecnoldgica ocorreu na medicina com a descoberta da
utilidade dos microrganismos para a producdo de vacinas, tendo Louis Pasteur como pioneiro.
O cientista Gregor Mendel também contribuiu diretamente com o desenvolvimento da
biotecnologia, sendo considerado o pai da genética. Entre outros importantes cientistas James
Watson e Francis Crick marcaram o inicio de uma nova era na ciéncia, com a elucidacdo da
estrutura do DNA. A partir deste momento 0s avangos na biotecnologia ndo pararam de
progredir e possuem aplicacBes ligadas ao ambiente, a industria, salde, agropecuaria e
pesquisa (EMBRAPA, 2011)

Os microrganismos vém sendo aplicados na producdo de vacinas, alimentos,
antibidticos e vitaminas ha muitos anos. Atualmente os mesmos séo utilizados para geracao
de compostos quimicos e outras substancias que nao podem ser produzidas de forma natural,
a partir de engenharia genética ou outros processos como fermentacdo. Entre o0s
microrganismos mais utilizados em processos de fermentacdo estdo as bacterias (bacillus,
Zymomonas, Acetobacter, Escherichia coli, etc.), os fungos (Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, etc.) e a levedura Saccharomyces cerevisiae (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012; EMBRAPA, 2011; TRABULSI, 1998).

A fermentacdo pode ser definida como um processo que libera energia a partir de
acucares ou outras moléculas organicas. Ndo necessita de oxigénio, mas pode ocorrer na
presenca do mesmo. Ndo necessita da utilizacdo do ciclo de Krebs e utiliza uma molécula
organica como aceptor final de elétrons. Produz pequena quantidade de ATP, pois a maior
parte da energia inicial permanece nas ligacdes quimicas dos produtos finais. Os tipos mais

importantes de fermentacdo sdo do acido latico e a fermentacao alcodlica. A fermentacdo do
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acido latico pode ocasionar a deterioracdo de alimentos, mas também pode vir a produzir o
iogurte proveniente do leite, chucrute do repolho e conservas de pepino. A fermentacédo
alcoolica leva a producéo de alcool das bebidas alcodlicas, etanol combustivel e dioxido de
carbono responsavel pelo crescimento de pdes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Na Tabela 2 encontram-se 0s principais microrganismos envolvidos em processos de
fermentacdo e o0s metabolitos finais resultantes (NEIDHARDT; INGRAHAM;
SCHAECHTER, 1990; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Tabela 2. Produtos finais de fermentacdes microbianas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Organismo Produtos finais da fermentacao

Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus Acido latico

Saccharomyces (levedura) Etanol e CO,

Propionibacterium Acido propi6nico, &cido acético, CO, e H;

Clostridium Acido butirico, butanol, acetona, alcool
isopropilico e CO,

Escherichia, Salmonella Etanol, &cido latico, &cido succinico, acido
acético, CO, e H,

Enterobacter Etanol, 4cido latico, acido formico,

butanediol, acetoina, CO, e H,

Os produtos finais da fermentacdo dependem do tipo de microrganismo, do substrato
utilizado na fermentacdo e das enzimas envolvidas no processo. Os mais importantes géneros
de bactérias de fermentacdo do &cido latico sdo os Streptococcus e os Lactobacillus, como
produzem somente &cido latico sdo conhecidos como homolaticos. Ja a fermentacdo alcodlica
¢ feita por vérias bactérias e leveduras. Os microrganismos capazes de produzir acido latico
junto com outros acidos ou alcoois sdo denominados heterolaticos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012; TRABULSI, 1998).

Entre os microrganismos que apresentam potencial para ser empregados em processos
biotecnoldgicos a bactéria Escherichia coli é de grande interesse, pela sua versatilidade e facil
adaptacéo a diversos substratos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; DAVIS et al., 1973).

3.9 Bactéria Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli foi descrita por Theodor Escherich em 1885. Compde o

grupo dos microrganismos procariotas, pertence a familia das Enterobacteriaceae, sdo
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unicelulares e se reproduzem de forma assexuada. A Escherichia coli habita normalmente o
intestino de mamiferos, inclusive o humano, mas também é encontrada no ambiente. E uma
bactéria facultativa, ou seja, pode viver com ou sem oxigénio. Caracteriza-se pela rapida
adaptacdo a mudancas no ambiente, reproduzindo-se rapidamente (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

3.9.1 Caracteristicas fisioldgicas da E. coli

O tamanho da bactéria Escherichia coli ¢ de 0,5 pm de didmetro e 1,5 um de
comprimento e apresenta forma de bacilos. Possuem citoplasmas, ribossomos, membrana
plastica e um nucledide. N&do dispbe de organelas envolvidas por membrana. A composicao
das células é de aproximadamente 20% de oxigénio, 50% de carbono, 14% de azoto, 8% de
hidrogénio, 3% de fosforo, 2% de potéssio, 1% de enxofre, 0,05% de magnésio, célcio e
cloro, 0,2% de ferro e 0,3% de minerais (NEIDHARDT; INGRAHAM; SCHAECHTER,
1990; TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012; HOWLAND, 1968).

Na Figura 7 é apresentado um esquema da célula de E. coli e uma micrografia obtida
por MEV.

Inclusao — Parede celular

Membrana plasmatica

Nucleoide
contendo DNA

Capsula
Parede celular — <=

Membrana
plasmatica

Figura 7. Estrutura de uma celula procariotica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, a qual é revestida pela membrana

citoplasmatica, uma membrana exterior e uma fina parede de mureina. A membrana
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citoplasmatica € responsavel pelas transferéncias entre a célula e o meio ambiente. As
bactérias Gram-negativas apresentam entre a membrana exterior e a membrana
citoplasmatica, o periplasma, uma parede composta por peptidoglicano ou mureina, que
agrega a célula estrutura em condicfes externas. Normalmente a bactéria Escherichia coli
apresenta dois tipos de apéndices superficiais, designados flagella e pili. Os flagella sdo
destinados a locomocdo, ja os pili a adesdo e reproducdo. O material genético fica localizado
na regido central, constituido por uma molécula de ADN circular (NEIDHARDT;
INGRAHAM; SCHAECHTER, 1990; DAVIS et al., 1973; TRABULSI, 1998).

E uma bactéria mesofila, pode crescer em temperaturas de 8 a 48 °C, no entanto, a
faixa normal de temperatura fica entre 21 a 37 °C, sendo a temperatura étima para o
crescimento entre 36 °C e 37 °C. O ambiente para crescimento é ideal em pH entre 6 e 8,
porém, pode crescer em ritmo mais lento em pH proximo desses valores. O crescimento
bacteriano depende de uma fonte de energia, que disponha de elementos como carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre (PELCZAR Jr.; CHAN; KRIEG, 1996).

Na Tabela 3 é apresentado o meio de cultura quimicamente definido para o

crescimento de Escherichia coli.

Tabela 3. Meio de cultura para Escherichia coli (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Componentes Quantidades
Glicose 500
Fosfato de amé6nio, monobasico (NH4 H, FO4 109
Cloreto de sddio (NaCl) 500
Sulfato de magnésio (MgSO,4-7H,0) 0,29
Fosfato de potassio, dibasico (K;HPO,) 10g9
Agua 1 litro

A bactéria Escherichia coli é a mais utilizada por pesquisadores e microbiologistas
para 0 emprego em experimentos, sdo amplamente estudadas, de facil adaptacdo e se
desenvolvem em diferentes sistemas, caracterizando-se como uma importante ferramenta de
estudo (WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2008).

3.9.2 Caracteristicas bioquimicas da E. coli

A bactéria Escherichia coli é capaz de fermentar de forma eficiente grande variedade
de acUcares constituintes da biomassa. Apresenta capacidade de crescer em diferentes
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substratos na presenca ou auséncia de oxigénio, sendo potencialmente interessante para ser
utilizado em processos industriais por ser amplamente estudada, tanto do ponto de vista
fisiolégico como genético (HUFFER et al., 2012; LIU et al.,, 2013; CHEN et al., 2013;
CAPARICA et al., 2013).

O desenvolvimento da E. coli é assegurado a partir da oxida¢do de nutrientes por uma
série de reacbes bioquimicas. O principio de conversdo microbioldgica de substratos em
energia consiste no transporte da fonte de carbono para a célula e sua degradacédo a moléculas
mais simples e posteriormente ocorre a incorporacdo nas vias metabolicas centrais. Durante
0S processos bioquimicos acontece a reparacao de proteinas e polinucledtidos e a manutencao
da infraestrutura da célula (HU; WOOD, 2010; KANG et al., 2009).

Na Figura 8 sdo representadas as principais reacfes envolvidas na fermentacdo da

glucose pela bactéria Escherichia coli.

Glucose

|

Glucose-6-fostato

I

Frutose-6-tostato

Fostoenolpiruvato

U

Lactato Piruvato

NAD* NADH l X) Formato —_— CO,+H,

NADH
Acetil-CoA NADH

NAD*
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ADP NADH
ATP NAD*
Acetato Etanol

Figura 8. Vias metabolicas da fermentagcdo por E. coli (MARTINEZ; BENNETT; SAN,
2010; DHARMADI; MURARKA; GONZALEZ, 2006; KIM et al., 2009).
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Aproximadamente trinta compostos estdo envolvidos no processo bioquimico da
bactéria Escherichia coli, sendo acidos fosforilados ou carboxilicos e tiol-ésteres da
coenzima. A reacdo de catalise dos compostos intermediarios é feito por enzimas organizadas
em diferentes vias metabdlicas como a glicolise (Embden-Meyerhof-Parnas), pentoses
fosfato, ciclo de Krebs, Entner-Doudorof e fosfocelolase. Por essas vias sdo conduzidas a
energia, em forma de ATP e NADH, e moléculas de baixo peso molecular como agucares e
aminoécidos (HU; WOOD, 2010; MARTINEZ; BENNETT; SAN, 2010).

Existem essencialmente quatro vias metabdlicas consideradas principais no
metabolismo da bactéria Escherichia coli, para converter carbono e oxigénio em novas células
e energia sob qualquer nivel de oxigénio. Quando na auséncia de oxigénio ocorre o
crescimento fermentativo ou fermentacdo da glucose com producdo de etanol, acetato,
formato, succinato e lactato. A via anaerdbia mais eficiente produz trés moléculas de ATP,
uma de acetato, uma de etanol e duas de formato por molécula de glucose fermentada.
Obtendo no processo rendimento energético de aproximadamente 0,5 mol de ATP por mol de
carbono (ZHAO; SHIMIZU, 2003; CARLSON; SRIENC, 2004; WOODRUFF; NANETTER,;
RYANT, 2013).

Sivagurunathan, Kumar e Lin (2014) investigaram a producéo de hidrogénio e etanol a
partir da fermentacdo de varias fontes de carbono com a bactéria Escherichia coli XL1-Blue.
A fermentacdo foi realizada a temperatura de 35 °C em pH inicial de 6,5 e as cepas de E coli
XL1-Blue foram imobilizadas em esferas de alginato de célcio. As fontes de carbono
empregadas foram frutose, xilose, glicose e residuos do efluente de uma industria de bebidas
com alto teor de aglcar. O estudo demonstrou que a concentragdo de biomassa inicial
influencia diretamente na producdo de hidrogénio. A cepa estudada foi capaz de fermentar
todas as fontes de carbono utilizadas de forma eficaz, sendo definida como eficiente produtora
de hidrogénio e etanol.

Avci et al. (2013) estudaram a aplicacdo da bactéria Escherichia coli FBR5 para
producdo de etanol pela fermentacdo de palha de milho. Foi utilizada uma técnica de pré-
tratamento com acido sulfarico para diluir a palha de milho e diminuir a geracdo de
substancias inibidoras. A palha de milho foi submetida a hidrolise enzimatica e inoculada com
a bactéria Escherichia coli FBR5 em biorreator a temperatura de 35 °C por 24 h. O estudo
demonstrou que a bactéria Escherichia coli FBR5 € interessante na producao de etanol a partir
da palha de milho pré-tratada, com rapida fermentacéo e alto rendimento.



32

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do experimento

O desenvolvimento do projeto foi realizado nos laboratorios: microbiologia de aguas;
laboratorio de combustiveis - NOVATEC/UNICENTRO; laboratério de eletroquimica -
GPEL®/UNICENTRO; Centro de Pesquisas Avancadas Ambientais Bioenergéticas e
Biotecnoldgicas - AMBIOTEC/UNICENTRO.

4.2 Cultivo da bactéria Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli utilizada foi a com padrdo ATCC 25922, desidratada por
processo de liofilizacdo, e armazenada a temperatura de -20° C, para manter a estabilidade
genética e garantir a auséncia de contaminacao.

As cepas de E. coli foram cultivadas em meio liquido especifico para o seu
crescimento, contendo peptona, lactose, bile bovina, cloreto de sédio, fosfato de potéssio
dibasico e fosfato de potassio monobésico. Posteriormente foram incubadas em estufa

bacterioldgica, a temperatura de 36°C, em pH neutro.

4.2.1 Determinagdo de UFC (Unidades formadoras de colonia)

A andlise de UFC foi realizada pela técnica de plaqueamento e diluicdo em série, a
qual permite determinar o nimero de células capazes de se multiplicarem em meios de
cultivos. O ensaio foi realizado pipetando-se 1 mL da amostra, e transferiu-se para um tubo de
ensaio com 9 mL de solucdo salina obtendo uma diluigdo de 1:10. Apés homogeneizar a
amostra no tubo de ensaio, pipetou-se 1 mL da amostra e pipetou-se em um novo tubo de
ensaio contendo solugéo salina, alcancando uma diluicdo de 1:100. E assim, sucessivamente
até alcancar uma diluicdo de 1:100.000. Posteriormente pipetou-se 1 mL das amostras dos
tubos de ensaios e transferiu-se para placas de Petri em meio Agar (CECCATO-ANTONINI,
2010).

O calculo para determinacdo de UFC foi realizado a partir da Equacdo (1):

UFC = ntmero de coldnias na placa x diluigdo (Equacéo 1)
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Na Figura 9 encontra-se a demonstracdo da técnica de plaqueamento e diluicdo em

Série.

T e T e

Indculo original

9 mL de caldo
em cada tubo

1:10 1:100 1:1000 1:10.000 1:100.000
Plaqueamento /ﬁ // S
~1:10.000 - 1:100.000

Figura 9. Técnica de plaqueamento e diluicdo em série (WILLEY; SHERWOOD;
WOOLVERTON, 2008).

As placas de Petri foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 36 °C por 48 h e
posteriormente realizou-se a leitura, obtendo-se o valor de 130x10° UFC para a amostra
inicial de Escherichia coli utilizado no projeto.

O numero total de células por mL no in6culo base foi realizado pelo método de
contagem em camara de Neubauer, tendo como resultado o valor de 1,49 x 10" células/mL
(CECCATO-ANTONINI, 2010).

4.3 Obtencao da matéria prima

O glicerol utilizado foi fornecido da producdo da Usina de Biodiesel da
UNICENTRO, o qual contém varios elementos nutricionais, como fosforo, enxofre,
magnésio, calcio, nitrogénio e sédio (GONZALEZ et al., 2008).

Os residuos lignocelulésicos foram cedidos por uma fabrica de papel cartdo situada na

regido central do estado do Parana/BR. A fibra lignoceluldsica empregada no estudo foi
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removida da estacdo de tratamento de efluentes do processo de producdo do papel, sendo 50%
por processo Kraft e 50% mecanico, composta de aproximadamente 80 a 90% de fibra
celulésica (FERREIRA, 2013).

4.4 Preparo do glicerol

O glicerol utilizado para fermentacdo foi esterilizado em autoclave para garantir a
auséncia de contaminagdo por outros microrganismos e filtrado para eliminar possiveis

materiais particulados.
4.5 Caracterizacao do glicerol
4.5.1 Anélise fisico-quimica

Para caracterizagdo do glicerol realizou analises fisico-quimicas de pH, condutividade,
densidade, cor e aspecto visual.

As analises de pH e condutividade foram realizadas por um pHmetro CONSORT
C535. A anélise de densidade foi determinada por um equipamento Infravermelho ERASPEC
SN:ES 1135230. As analises de cor e aspecto foram feitas de forma visual, sendo o glicerol
depositado em uma proveta e verificando-se a coloragéo e a presenca de impurezas.

4.6 Preparo da Fibra lignocelulosica

As fibras passaram por processo térmico em estufa de secagem a temperatura de 120
°C pelo periodo de 48 h, posteriormente foram processadas em um moinho de facas para

fragmentacdo em pequenas particulas.

4.7 Caracterizagdo da Fibra lignoceluldsica
4.7.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)
Para analisar a fibra lignocelulésica foi utilizada a técnica de Espectroscopia na

Regido do Infravermelho (IR). Consiste em uma metodologia simples, rapida e ndo destrutiva.

N&o é necesséria preparacdo prévia da amostra, nem o emprego de reagentes. E baseada na
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medida do comprimento de onda e intensidade de absorcédo de luz infravermelha pela amostra.
Foi realizada por um equipamento Bomem MB100 com faixa de operacédo entre 350 a 4000
cm™ (NIRSYSTEMS, 2002).

4.7.2 Composicédo Elementar

A andlise elementar (CNH%) da fibra lignocelulésica foi realizada a partir da
combustdo a 925 °C na presenca de oxigénio puro, empregando mudancas na condutividade
térmica para medir os produtos principais. Para a analise elementar utilizou-se equipamento
Perkin-Elmer CHN 2400.

4.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura

O microscopio eletrénico de varredura — MEV permite conhecer de forma rapida a
morfologia de amostras sélidas, consegue aumentos de 1.000.000 vezes ou mais e possui alta
resolugdo (20 nm). Baseia-se em um feixe de elétrons para explorar a superficie da amostra,
com aplicacdo de diferenca de potencial, sendo o sinal transmitido a uma tela catodica que
esta sincronizada ao feixe. A microanalise por EDS é um acessorio do MEV que possibilita a
caracterizacdo da composi¢cdo da amostra. A técnica de EDS utiliza um detector de raios-X
capaz de coletar fotons gerados pelo feixe de elétrons primarios. Uma vez que os elétrons
possuem energias diferentes, podem-se determinar os elementos quimicos presentes no local
de incidéncia do feixe (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A caracterizacdo por microscopia eletrnica de varredura (MEV) e a microanélise por
EDS (energia dispersiva) foram feitas em um Microscopio Eletrénico de Varredura, modelo
VEGA3/TESCAN, equipado com detector SE, filamento de tungsténio a 10 e 20 kV, WD de
10 mm e EDS. Para realizacdo dos ensaios as amostras foram secas e posteriormente foi

depositada uma camada de ouro (técnica de sputtering), para a amostra se tornar condutora.

4.8 Estudos preliminares

Foram realizados estudos prévios para determinacdo das concentragBes de substrato e

bactéria utilizadas no processo de fermentacdo. Com base nos resultados encontrados, criou-
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se 0 planejamento inicial com variaveis de 0-2 g de fibra lignoceluldsica e 5-15 mL de
bactéria Escherichia coli.

A concentracdo de glicerol utilizada foi de 50 mL para todos os ensaios, baseado em
estudos anteriores, onde essa concentracdo foi a ideal para o processo de fermentacdo com o
microrganismo utilizado no estudo.

Realizaram-se ensaios preliminares com base na cinética do processo fermentativo, a
fim de determinar o tempo ideal de fermentacdo, no qual o periodo de 72 h foi o que melhor

respondeu em termos de producdo de metabolitos no modelo estudado.

4.9 Planejamento experimental

Foram realizados trés planejamentos experimentais 22 com ponto central para o
desenvolvimento do projeto utilizando o software Design-Expert®. As varidveis foram:
concentracdo da fibra lignocelulosica e da bactéria Escherichia coli, utilizando-se 50 mL de
glicerol para todos os ensaios.

As variaveis do planejamento inicial utilizado no processo de fermentacéo

microbioldgica sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Planejamento experimental inicial.

\ariaveis (+) )

Fibra (g) 2 1 0

Substrato Glicerol (mL) 50 50 50
Bactéria E. coli (mL) 15 10 5

A partir dos resultados do planejamento inicial foram realizados outros dois
planejamentos experimentais, com a finalidade de encontrar as melhores condicGes para a

producéo de etanol do modelo estudado.

410 Fermentacgdo

O inb6culo em sistema fechado recebeu gas nitrogénio para formar um sistema em
anaerobiose. As amostras foram inoculadas variando a quantidade de bactéria e fibra
lignocelulésica em frascos Erlenmeyer de 250 mL conforme os ensaios previstos nos
planejamentos.

Na Figura 10 podem ser observadas as amostras inoculadas e vedadas antes de ser
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iniciado o processo de fermentacdo microbioldgica.

Figura 10. Amostras do indculo.

O processo de fermentacdo foi realizado em estufa micro processada de cultura e
bacteriologia - Q316M/Quimis, por 72 h a 36°C + 0,5.

4.11 Destilacéo

A separacdo do &lcool do concentrado fermentado pela E. coli foi por sistema de
destilacéo simples.

Na Figura 11 pode ser observado o aparelho de destilag&o utilizado.

Figura 11. Aparelho de destilacdo simples.
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O fracionamento ocorreu por diferengas entre os pontos de ebulicdo, onde a
temperatura ideal para destilacdo do etanol foi de 70 °C. O mosto foi colocado no baldo de
destilacdo e aquecido a temperatura de 70 °C, quando a temperatura aumenta 0s compostos
volateis evaporam e sdo transferidos para o condensador do aparelho, onde voltam ao seu
estado liquido e posteriormente sdo armazenados no bal&o de destilagéo.

O processo de destilacdo ocorreu pelo periodo de aproximadamente 2 h, até o ponto
em que se conseguiu manter a temperatura constante em 70 °C, ap6s o inicio de variacdo da

temperatura a destilacdo foi interrompida.

4.12 Quantificacéo do teor de etanol no destilado bruto

A determinacdo do teor de etanol foi realizada utilizando-se 0 método NBR 13920,
que consiste no uso de um espectrofotémetro na regido do ultravioleta-visivel. E baseado na
oxidacdo do etanol a acido acético, pela reacdo com dicromato de potassio em meio &cido. A
solucdo adquire tonalidade verde proporcional a concentracdo de etanol na amostra,
possibilitando a leitura em espectrofotdmetro a 600 nm. Foi realizada uma curva de

calibracdo, e analise das amostras para obtencdo do teor de etanol (ABNT, 1997).

4.12.1 Solugdes empregadas

Para a realizacdo dos ensaios foram preparadas soluces de dicromato de potassio,
acido sulfarico concentrado e padrdo de etanol absoluto.

A solucédo de dicromato de potéassio a 10 % (m/v) foi preparada pesando-se 10,0 g de
dicromato de potéssio e diluindo-se em 100 mL de &gua destilada. A solucdo padrao de etanol
absoluto foi feita medindo-se 0,190 mL de etanol absoluto e transferindo-se para um baléo
com 50 mL de agua destilada.

4.12.2 Curva padréo

Para a realizagdo da curva padréo, foram preparadas quatro solu¢es e um branco,
contendo O (branco), 1, 2, 3 e 4 mL da solugédo padrdo de etanol, e diluido até completar o
volume de 5,0 mL com agua destilada. Foi adicionado aos poucos pelas paredes do tubo 5 mL

de &cido sulfarico concentrado. Posteriormente foi adicionado 1 mL da solugdo de dicromato
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de potassio a 10%. Os pontos da curva padrdo correspondem respectivamente a 0 mg, 3 mg, 6
mg, 9 mg e 12 mg de etanol.
Na Figura 12 € observada a curva de calibragéo para a realizagcdo dos ensaios.

Figura 12. Curva de calibragdo/UV-VIS.

4.12.3 Preparo das amostras e procedimento de leitura

Para o preparo das amostras foi transferida uma aliquota de 0,02 mL da amostra
destilada para um tubo de ensaio e diluida em agua destilada até completar o volume de 5,0
mL. Posteriormente adicionou-se lentamente 5,0 mL de &cido sulfurico concentrado e ap0s o
resfriamento, 1 mL da solugdo de dicromato de potéssio.

Para a leitura a amostra foi colocada em uma cubeta de quartzo de 1 cm? e foi
realizada a leitura no espectrofotdmetro UV-VIS em 600 nm.

Na Figura 13 sdo apresentadas as amostras prontas para serem lidas no

espectrofotbmetro.

Figura 13. Amostras preparadas para analise.
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Para determinacéo do teor de etanol em °GL foi utilizada equacéo (2):

E=5000x E’/0,78934 x 1000 ou E=6,323 E’ (Equacéo 2)

Onde:

E = teor de etanol na amostra, em mL / 100 mL (°GL);

E’ = mg de etanol na aliquota, conforme leitura na curva-padréo;
5000 = fator de conversao da aliquota de 0,020 mL para 100 mL;
1000 = fator de converséo de MG para g;

0,78934 = densidade do etanol a 20°C, em g/mL.

4.13 Andlise estatistica

A anélise estatistica do estudo foi realizada utilizando-se o software Design-Expert®,
para gerar a superficie de resposta e a tabela ANOVA para todos 0s meios estudados, sendo

possivel determinar os melhores parametros para producéo do etanol.

4.14 Caracterizacao e andlise fisico-quimica do etanol

4.14.1 Cromatografia

A andlise de cromatografia do etanol foi realizada em cromatdgrafo a gas Shimadzu,
equipado com detector de ionizagcdo em chama (CG-DIC) e acoplado a um auto amostrador
AOC 5000 (headspace). Os componentes volateis foram separados em coluna TRX1 (30m x
0,32mm x 3,0 um). As condic¢Oes de operacdo foram: temperatura programada da coluna 50°
C por 2 minutos, em seguida 10° C por minuto, até 150° C mantido por 3 minutos, totalizando
15 minutos; a temperatura do injetor foi de 150° C, gas de arraste hélio com fluxo de 1,40
mL/min; a deteccdo foi com detector aquecido a 200° C; o volume de injecéo foi de 1 mL.

4.14.2 Aspecto e cor visual

As analises de cor e aspecto foram realizadas visualmente, de acordo com a norma

NBR 14954, colocando-se a amostra em uma proveta e observando-se a presenca de residuos
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solidos e a coloragdo, a qual deve ser transparente (ABNT, 2011).

4.14.3 Massa especifica a 20 °C e teor alcodlico

A determinacdo da massa especifica e teor alcodlico foram feitas de acordo com a
norma NBR 5992. Foi consultada a Tabela Alcoolmétrica de Conversao para massa especifica
a 20 °C e para o teor alcodlico em °INPM (ABNT, 2008).

4.14.4 Potencial hidrogenionico (pH)

A analise pH foi feita pelo método potenciométrico (pHmetro), em conformidade com
a norma NBR 10892, o qual é baseado na formacédo de um potencial elétrico na parede de um
eletrodo especifico (ABNT, 1990).

4.14.5 Condutividade elétrica

A andlise de condutividade elétrica informa a capacidade do etanol de conduzir
corrente elétrica, em funcdo da presenca de ions no combustivel. A analise foi feita de acordo
com a norma NBR 10547, por um condutivimetro, acoplado a uma célula de condutividade
elétrica e um sensor de temperatura (ABNT, 2012).

4.15 Cinética da fermentacéo

A cinética da fermentacdo € uma importante ferramenta para se avaliar o rendimento
da bioconversdo do substrato em biomassa e bioproduto, onde as concentragdes de substrato,
microrganismos e produto séo analisadas em fungdo do tempo de fermentacéo.

O estudo cinético foi realizado nas melhores condigdes de producdo de etanol. Foi
utilizado o modelo cinético descrito por Monod et al. (1941), onde os valores experimentais
de concentragdo foram representados por X, P e S (MONOD, 1941; HISS, 2013).

Onde:

X = Concentragdo de microrganismo (Escherichia coli);
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P = Produto do metabolismo (Etanol);

S = Substrato (Teor de agucar).

Analisando-se as alteracdes das concentracdes de X, P e S em fungéo do tempo foram
possiveis tracar as curvas de ajustes que representam o modelo estudado, onde X=X (t), S=S
(t) e P=P (t).

A velocidade especifica de crescimento pode ser definida como a variacdo da
concentracdo de microrganismos por um determinado tempo.

O célculo da velocidade especifica de crescimento () foi realizado pela Equagéo (3):
pu=1/X* dX/dt (Equacéo 3)
Onde:

dX = Concentracdo de microrganismo;

dt = Variacdo de tempo;

1 = Velocidade especifica de crescimento (h™).

A velocidade especifica maxima de crescimento foi determinada pela equacéo (4):
u=pumax. *S/(Ks+S) (Equacéo 4)
Onde:

1 méx. = Velocidade especifica méaxima de crescimento (h™);

Ks = 2 (Constante de saturagcdo em g/L);

S = Concentragéo de substrato.

Os valores das velocidades especificas de consumo de substrato (us) € formacgédo do

produto (pp) foram determinados de acordo com as equagdes (5) e (6):

us = (dS/dt) / dS (Equacéo 5)
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up = (dP/dt) / dP (Equacéo 6)
Onde:

dt = Variacdo de tempo;
dP = Concentracdo de produto;

dS = Concentracao de substrato.

As determinagfes da concentracdo bacteriana e do teor de acucar foram realizadas
conforme descrito nos itens 4.15.1 e 4.15.2, respectivamente. O teor de etanol em °GL para a
cinética da fermentacdo foi realizado de acordo com o item 4.12 utilizando-se o método de

acordo com a norma NBR 13920.

4.15.1 Determinacgdo da concentracdo bacteriana

Foi realizada a determinacdo da concentracdo bacteriana no indéculo base de
Escherichia coli, sendo analisada a viabilidade e o crescimento celular. A determinagéo foi
realizada pelo método de contagem em camara de Neubauer, segundo Ceccato-Antonini
(2010).

A camara de Neubauer é uma lamina especial, dividida em quadrados de 1 mm? de
area. O método de contagem por camara de Neubauer é realizado pela contagem das células
viaveis na amostra, por coloracdo com azul de metileno. Em processos de fermentagdo
alcoolica, a coloracdo das células com azul de metileno e o cultivo por plagueamento sdo 0s
mais utilizados.

Na Figura 14 ¢é apresentada a cdmara de Neubauer e uma representacdo dos campos de
contagem.

»\Q\\ep}é\
X \ v i I
- 0,02 cm [

Figura 14. Camara de Neubauer (CECCATO-ANTONINI, 2010).

-
0.005 cm
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A técnica consiste em misturar partes iguais da suspensdo da amostra (E. coli)
devidamente diluida, com a solucdo do corante (azul de metileno). As células com alta
atividade fisioldgica (vivas) ndo apresentam coloracdo, enquanto as células inativas (mortas)
apresentam coloracgdo azul. Transfere-se uma aliquota da amostra para a cdmara de Neubauer
e a contagem é feita em microscopio dptico na objetiva de 40X. Séo contados 5 campos na
segunda coluna e 5 campos na quarta coluna, totalizando 10 campos.

A concentragdo bacteriana e a viabilidade das células foram determinadas pelas
equacoes (7) e (8):

Viabilidade (%) = (N° de células vivas / N° total de células) X 100 (Equacéo 7)

Ne. total de células/mL = N° células nos 10 campos X 2,5 X diluicdo X 10*
(Equacéo 8)

4.15.2 Determinagéo do °Brix

A determinacdo do °Brix foi realizada por um refratbmetro portatil para agucar
modelo RT-30ATC da marca Instrutherm, baseado na norma NBR 16223 (ABNT, 2013).

O °Brix pode ser definido como a quantidade de sélidos sollveis em um meio
acucarado, onde 1 °Brix corresponde a 1 g de solidos dissolvidos em 100 g de solucdo a 20
°C. Em amostras que apresentam alto teor de agucares, o teor de °Brix representa uma medida
aproximada do teor de acgucares presentes na solugdo (RODRIGUES; SANTOS, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do glicerol

5.1.1 Anélise fisico-quimica

Na Tabela 5 sdo apresentadas as andlises fisico-quimicas do glicerol residual do

biodiesel utilizado no projeto.

Tabela 5. Analise fisico-quimica do glicerol.

Caracteristica Resultado Unidade
Aspecto Viscoso -
Cor Visual Marrom escuro -
Potencial hidrogeniénico (pH) 7,29 -
Condutividade elétrica 349 HS/m
Densidade 1262,0 kg/m3

As caracteristicas do glicerol bruto dependem do tipo de &cido graxo empregado no
processo de transesterificacdo para producéo do biodiesel.

De acordo com a Tabela 5, o glicerol utilizado apresenta aspecto viscoso e cor marrom
escuro. O valor de pH é de 7,29, sendo este adequado para 0 emprego em processos de
fermentacdo com a bactéria Escherichia coli. A condutividade elétrica é de 349 uS/m e a
densidade 1262,0 Kg/m3. Os resultados encontram-se préximos aos existentes na literatura
para glicerol bruto, subproduto do biodiesel (DODDABASAWA; PATIL, 2014; TIANFENG
etal., 2013).

5.2 Caracterizacdo da Fibra lignoceluldsica

5.2.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IR)

Na Figura 15 encontram-se os grupos funcionais por Infravermelho (IR) da fibra
lignocelulosica utilizada no processo de fermentacdo, o qual permitiu elucidar os grupos

funcionais presentes no residuo analisado.
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Figura 15. Espectro de IR da fibra lignoceluldsica.

Analisando o espectro da fibra lignocelul6sica pode-se observar um pico em 3330 cm”
! 0 qual é caracteristico desse tipo de material e esta relacionado & deformagéo axial do grupo
O-H. Outro pico foi observado em 2888 cm™ que caracteriza vibracdes de deformacéo axial
do grupo C-H. Em 1721 cm™ nota-se um pico associado & banda de carbonila (C=0),
caracteristico de hemicelulose. O pico visualizado em 1423 cm™ é correspondente
deformacdo simétrica de CH, de celulose. O pico presente em 1243 cm™ diz respeito a
ligagdes C-O-C da cadeia de celulose e lignina da fibra. O pico observado 1155 cm™ esta
associado a deformacdo assimétrica de C-O-C, também caracteristico da hemicelulose e

celulose. E o pico 1033 é caracteristico a formacdo da cadeia C-O-H (LOPES, W. A,
FASCIO, 2004; MISTRY, 2009).

5.2.2 Composicédo Elementar

Na Tabela 6 sdo apresentadas as percentagens de carbono (C), hidrogénio (H) e

oxigénio (O) obtidos pela analise quimica elementar da fibra lignocelulésica.

Tabela 6. Teores de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio (O).

Composicdo (m/m %) C (%) H (%) N (%) S (%) 0O (%)
Fibra lignoceluldsica 41,81 6,4 0,4 <1 50,39
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Analisando a Tabela 6, pode-se observar que o teor de carbono representa 41,81%, o
teor de hidrogénio 6,4%, o teor de nitrogénio 0,4%, o teor de enxofre menor que 1% e o teor
de oxigénio 50,39%, valores proximos aos encontrados na literatura de residuos similares
(PROTASIO et al., 2013).

A proporcdo de carbono (C) e hidrogénio (H) interfere de forma positiva no poder
calorifico, dessa forma, compostos que apresentam altos teores de C e H sdo mais
interessantes na producdo de energia. O baixo teor de nitrogénio (N) é o ideal em biomassas,
visto que, concentracbes maiores deste composto oferecem riscos a0 meio ambiente, pois
quando usadas em processos de combustdo ocorre a emissdo de gases poluentes como o 6xido
nitrico (NOy) e o dioxido de enxofre (SO,) (OBERNBERGER et al., 2006).

Com relacdo a processos de digestdo anaerdbica, os teores de C e N sdo fundamentais
para o desenvolvimento dos microrganismos. O carbono tem a funcdo de fornecer energia,

enguanto o nitrogénio auxilia na composicao da estrutura celular (SGANZERLA, 1983).

5.2.3 Microscopio Eletronico de Varredura — MEV

Na Figura 16 observa-se a imagem obtida pela micrografia eletrdnica de varredura

(MEV) da fibra lignoceluldsica.

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.17 mm | I VEGA3 TESCAN

View field: 2.08 mm Det: SE 500 pm
SEM MAG: 100 x  Date(m/dly): 03/13/14 AMBIOTEC/GPEL - UNICENTRO

Figura 16. Imagem gerada por micrografia eletronica de varredura (MEV) da fibra

lignocelulosica.
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A micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura permitiu avaliar 0s
aspectos morfoldgicos da fibra lignoceluldsica. Podem-se visualizar as fibras que compde o
residuo, as quais apresentam a superficie irregular e heterogénea, pode-se perceber também

que a estrutura encontra-se danificada, caracteristica desse tipo de material.
Na Figura 17 encontra-se a imagem obtida pela micrografia com microanalise EDS da
fibra lignocelulésica e na Figura 18 o espectro de EDS, essa técnica permite a identificacdo

dos elementos quimicos presentes na amostra.

Figura 17. Imagem de micrografia com mapeamento por EDS da fibra lignocelulésica.
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Figura 18. Espectro de EDS da fibra lignoceluldsica.

Os resultados de EDS dos elementos quimicos presentes na composicdo da fibra
lignocelulosica, sdo de 41,7% de carbono, 18,79% de nitrogénio, 37,33% de oxigénio, 0,25%

de enxofre e 0,53% de célcio. Os valores de carbono e enxofre ficaram préximos ao
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encontrado com a técnica de Anélise Elementar (CNH%), porém a percentagem de nitrogénio
apresentou diferenca elevada. Essa diferenca provavelmente ocorreu porque essa técnica nao
¢ a mais adequada para elementos mais leves.

Detectou-se na amostra impurezas como aluminio (1,34%), ouro e silicio. O aluminio
e o silicio fazem parte da composi¢do do suporte em que a amostra foi colocada. O ouro é
proveniente da técnica de sputtering, na qual € depositado ouro no material a ser analisado

para torna-lo condutor.

5.3 Quantificacéo do teor de etanol no destilado bruto

A quantificacdo do teor de etanol foi realizada de acordo com a norma NBR 13920,
utilizando um espectrofotbmetro na regido do ultravioleta-visivel.

Os teores de etanol obtido a partir da fermentacdo microbiol6gica do glicerol bruto (50
mL) e diferentes proporcbes de bactéria Escherichia coli e fibra lignocelulésica do

planejamento inicial estudado encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Valores do teor de etanol no destilado bruto, para as varidveis: concentracdo de

bactéria e proporc¢do de fibra lignocelul6sica para o planejamento inicial.

Ensaio Bactéria (mL) Fibra (g) Etanol (°GL)
1 15 1 66+4,77
2 5 0 58+3,54
3 10 2 63+7,09
4 15 2 63+4,38
5 10 2 737,09
6 5 2 71+4,87
7 10 1 64+3,21
8 10 1 65+3,21
9 10 0 67+3,54
10 5 1 731,69
11 10 1 703,21
12 15 0 62+2,12
13 15 1 72+4.77
14 5 1 71+1,69
15 10 0 72+3,54
16 5 0 63+3,54
17 5 2 78+4,87
18 15 0 65+2,12
19 15 2 69+4,38
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De acordo o programa estatistico Design Expert® os resultados obtidos no processo

de fermentacdo seguem o modelo 2FI, o qual considera os efeitos dos fatores principais e suas
interacdes.

Na Tabela 8 sdo apresentados os dados relacionados a tabela ANOVA para a
superficie de resposta do modelo estudado.

Tabela 8. Tabela ANOVA para os ensaios do processo de fermentacdo do planejamento

inicial.
Fatores e interagdes Efeito p-valor
Interceptacdo/Modelo 62.21491 0.0710
A-Bactéria 0.29167 0.2797
B-Proporcdo de fibra 8.25000 0.0665
AB -0.57500 0.0829
Desvio padréo: 4.38 R2: 0.3652 Erro padrdo: 1.00

Conforme a Tabela 8 o modelo estatistico 2FI, apesar de ndo ser significante, onde o
valor p-valor é de 0,0710, representa 92,9% de nivel de confianga.
A superficie de resposta dos ensaios estudados para as variaveis de concentracdao de

bactéria e proporcdo de fibra, utilizando-se 50 mL de glicerol em todos os ensaios para o
planejamento inicial encontra-se na Figura 19.

¢ Valores experimentais acima dos previstos pelo modelo
o Valores experimentais abaixo dos previstos pelo modelo
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Figura 19. Superficie de resposta do sistema considerando os efeitos da bactéria Escherichia

coli e fibra lignocelulésica para o planejamento inicial.
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A Figura 19 representa a superficie de resposta dos ensaios, com 92,9% de
significancia. Nota-se uma tendéncia de maior producao de etanol quando a concentracdo de
bactéria Escherichia coli é de 5 mL e 2 g de fibra lignocelul6sica, ensaios 6 e 17 da Tabela 7,
nesses ensaios o teor de etanol obtido foi de 71 e 78 °GL, respectivamente.

De acordo com os resultados do planejamento inicial foi realizado um segundo
planejamento com o proposito de identificar as melhores condi¢6es de producéo de etanol no
processo de fermentacdo contendo o glicerol e a fibra lignocelulosica.

Os teores de etanol obtido pela fermentacdo no segundo planejamento sé&o
apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Segundo planejamento experimental.

Ensaio Bactéria (mL) Fibra (g) Etanol (°GL)
1 5 2 714,87
2 4 1 752,12
3 4 1 78+2,12
4 6 1 571,41
5 4 3 69+1,41
6 4 2 83+1,41
7 5 1 73+1,69
8 6 2 63+1,41
9 4 2 81+1,41

10 5 1 71+1,69
11 6 3 55+2,12
12 6 2 65+1,41
13 5 3 59+3,28
14 5 2 78+4,87
15 5 3 63+3,28
16 4 3 71+1,41
17 6 3 58+2,12
18 6 1 59+1,41

Observa-se na Tabela 9 que os melhores resultados obtidos foram nos ensaios 6 e 9,
em concentragdes de 4 mL de E. coli e 2 g de fibra lignocelulésica.

Na Tabela 10 sdo apresentados os dados relacionados a tabela ANOVA para a
superficie de resposta do modelo estudado para o segundo planejamento de producdo de

etanol a partir da fermentacéo microbioldgica.
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Tabela 10. Tabela ANOVA para os ensaios do processo de fermentacdo do segundo

planejamento.

Fatores e interacdes Efeito p-valor
Interceptagcdo/Modelo 62.21491 0.0001
A-Bactéria 0.29167 0.0001
B-Proporgéo de fibra 8.25000 0.0015
AB -0.57500 0.2134

Desvio padréo: 2.69 R2: 0.9334 Erro padréo: 1.42

De acordo com a Tabela 10 o modelo estatistico que melhor representa 0s ensaios

estudados é o quadratico, o qual é significante, representando 99,9% de confianca. O valor do

p-valor é de 0,0001, e indica forte tendéncia com relacdo a maior producdo de etanol no

estudo, como se pode observar na superficie de resposta da Figura 20.

Na Figura 20 é apresentada a superficie de resposta dos ensaios estudados para o

segundo planejamento aplicado.

o Valores experimentais acima dos previstos pelo modelo
o Valores experimentais abaixo dos previstos pelo modelo
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Figura 20. Superficie de resposta do sistema considerando os efeitos da bactéria Escherichia

coli e fibra lignocelulésica para o segundo planejamento.

Encontra-se na Figura 20 a superficie de resposta dos ensaios para o segundo

planejamento, com 99,99 % de significancia.
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Observa-se na superficie de resposta uma tendéncia de maior producdo de etanol em
concentracdes de 4 mL de bactéria Escherichia coli e 2 g de fibra lignocelul6sica (ensaios 6 e
9), em que o teor de etanol obtido foi de 83 e 81 °GL, respectivamente.

O estudo indica que concentragcbes maiores de bactéria ndo contribuem positivamente
com o processo de fermentacdo. Com relacdo a proporcdo de fibra associada ao glicerol, a
concentracdo de 2 g foi mais adequada na conversdo microbiologica dos substratos pela
bactéria Escherichia coli (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

De acordo com os resultados do segundo planejamento realizou-se um terceiro
planejamento com o objetivo de aperfeicoar as melhores condic¢des de producéo de etanol pela
conversdo microbioldgica dos substratos empregados no processo.

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados dos teores de etanol obtidos no terceiro

planejamento de fermentacdo microbioldgicas pela bactéria Escherichia coli.

Tabela 11. Terceiro planejamento experimental.

Ensaio Bactéria (mL) Fibra (g) Etanol (°GL)
1 5 2 71+4,87
2 4 1 752,12
3 4 1 78+2,12
4 3 1 63+2,12
5 4 3 69+1,41
6 4 2 83+1,41
7 5 1 73+1,69
8 3 2 66+1,41
9 4 2 81+1,41
10 5 1 71+1,69
11 3 3 68+2,83
12 3 2 64+1,41
13 5 3 59+3,28
14 5 2 78+4,87
15 5 3 63+3,28
16 4 3 71+1,41
17 3 3 64+2,83
18 3 1 66+2,12

Os resultados do processo de fermentacdo neste planejamento seguem um modelo
quadratico.

Na Tabela 12 sdo apresentados os dados relacionados a tabela ANOVA para a
superficie de resposta do modelo estudado para o terceiro planejamento.
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Tabela 12. Tabela ANOVA para os ensaios do processo de fermentacdo do terceiro
planejamento.

Fatores e interacdes Efeito p-valor
Interceptagcdo/Modelo -113.83333 0.0002
A-Bactéria 80.25000 0.0538
B-Proporgéo de fibra 31.83333 0.0146
AB -3.12500 0.0184

Desvio padréo: 3.24 R2: 0.8389 Erro padréo: 1.71

Conforme a Tabela 12 o modelo quadratico é significante, representando 99,8% de
nivel de confianca, sendo o valor p-valor de 0,0002. O estudo indica as melhores condi¢des de
producéo de etanol para o modelo estudado de acordo com o programa estatistico.

A superficie de resposta dos ensaios estudados para o terceiro planejamento é
apresentada na Figura 21.

o Valores experimentais acima dos previstos pelo modelo
o Valores experimentais abaixo dos previstos pelo modelo

9

Etanol (°GL)

Fibra (g) -

Figura 21. Superficie de resposta do sistema considerando os efeitos da bactéria Escherichia

coli e fibra lignocelulésica para o terceiro planejamento.

O terceiro planejamento estudado apresenta 99,8% de significancia. Analisando a
superficie de resposta nota-se que a maior producdo de etanol obtida (83 e 81 °GL) foi em

concentracdes de 4 mL de bactéria Escherichia coli e 2 g de fibra lignocelul6sica, associados
ao glicerol.
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Esses resultados indicam o ponto 6timo de producdo de etanol para o modelo
estudado, onde a concentracdo de bactéria de maior eficacia ficou em 4 mL. Os resultados
apontam que concentragcdes maiores de bactéria podem levar a um aumento exagerado da
populacdo bacteriana, impedindo o crescimento normal da populagcdo. Esse tipo de
comportamento interfere no processo de fermentacdo e baixa a atividade metabdlica da
cultura bacteriana (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010).

Segundo o modelo, a proporcdo de 2 g de fibra lignocelulésica representa melhor
contribuicdo no processo de fermentagdo junto com o glicerol. Mostrando que nessas
concentracdes as fontes de carbono empregadas no processo apresentaram elevada taxa de
conversdo microbioldgica, resultando em maior rendimento de etanol no final do processo de
fermentacdo (DAVIS et al., 1973).

Em propor¢des maiores de fibra lignoceluldsica pode ter ocorrido uma saturacéo
enzimatica, o que tende a inativar a acdo de enzimas essenciais que atuam na catalise da
reacdo, ndo influenciando positivamente na velocidade da conversdo dos substratos
empregados no processo de fermentacdo e no desenvolvimento da populacdo bacteriana
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A Figura 22 explica o comportamento da atividade enzimatica no processo de

fermentacdo de acordo com a concentracao de substrato.

#Substrato
* __—Sitio ativo

Atividade enzimatica ——

Concentracao do substrato —»

Figura 22. Atividade enzimatica no processo de fermentacdo microbiologica (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

Na Figura 22 observa-se que quando ocorre 0 aumento da concentragdo de substrato a

velocidade da reacdo tende a aumentar até o ponto em que os sitios ativos em todas as
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moléculas da enzima sejam ocupados. No momento em que 0s sitios ativos sdo todos
preenchidos se atinge a velocidade maxima da reacdo e a alta conversdo dos substratos. Em
concentracdes elevadas de substrato, estando os sitios ativos todos ocupados, diz-se que a
enzima estd em saturacdo, e a velocidade da reagdo ndo é influenciada positivamente pela
adicéo de mais substrato (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2010; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Na Figura 23 encontra-se a linha de contorno do modelo estudado para o terceiro

planejamento e na Tabela 13 as melhores condi¢fes encontradas para producgéo de etanol.

o Valores experimentais previstos pelo modelo

Etanol °GL)

Fibra (g)

Bactéria (mL)

Figura 23. Linhas de contorno para os dados preditos pelo modelo quadratico, do processo

fermentativo com a bactéria Escherichia coli.

Tabela 13. Melhores condi¢6es de producdo de etanol.

Bacteria (mL) Fibra (g) Etanol (°GL)
4,16 1,71 80,37

Podem-se observar na Tabela 13 as melhores condic¢des encontradas para producéo de
etanol dentro do sistema trabalhado, sendo de 4,16 mL de bactéria Escherichia coli e 1,71 g
de fibra lignoceluldsica, associadas a 50 mL de glicerol bruto.

A linha de contorno para o modelo estudado (Figura 23) sugere que seguindo as

curvas de contorno e o mesmo procedimento descrito anteriormente, pode-se prever o volume
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de etanol produzido dentro dos limites estudados, aproximadamente 80 °GL.
O modelo quadratico para este planejamento experimental pode ser representado pela

equacao (9):

Etanol = -113.83333 + 80.25000 * [vol. bactéria] + 31.83333 * [proporc¢éo de fibra] -
3.12500 * [vol. bactéria] * [proporc¢éo de fibra] - 9.00000 * [volume de bactéria]? - 5.50000 *
[proporcdo de fibra]? (Equacéo 9)

5.4 Cromatografia do etanol
Observa-se na Figura 24 a analise cromatografica do etanol obtido no processo de

fermentacdo pela bactéria Escherichia coli, para os ensaios das melhores condicdes
encontradas para producéao de etanol no modelo estudado.

iV(x 1,000,000
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Figura 24. Cromatograma da amostra de etanol obtido com a fermentacdo microbioldgica.

Ao analisar o resultado de cromatografia gasosa por headspace (CG-DIC), da amostra
obtida com a destilacdo do fermentado pela bactéria Escherichia coli, pode-se verificar a
presenca de etanol. O resultado da analise cromatogréafica confirma a presenca de etanol nos
ensaios do processo de fermentacdo utilizando-se como substratos glicerol e fibra

lignocelulosica.

5.5 Analise fisico-quimica do etanol obtido

As andlises fisico-quimicas do etanol produzido foram realizadas em conformidade

com a resolucdo ANP N° 7, de 14 de abril de 2011. Os parametros que foram determinados
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encontram-se relacionados na Tabela 14.

Tabela 14. Analise fisico-quimica do alcool gerado (ensaios 6 e 9 da Tabela 11).

Caracteristica Metodo Especificacdo Resultado Unidade
Aspecto NBR 14954 L.LI(2) L.II -
Cor Visual Visual 0a3(2 0 -
Massa especifica a 20°C ASTM D 4052 807,6-811,0 815,11 kg.m™
Teor alcodlico NBR 5992 92,5-93,8 90,71 °INPM
Potencial hidrogenibnico (pH) NBR 10891 6,0a8,0 8,65 -
Condutividade elétrica NBR 10547 389 max. 154,0 puS/m
(1) L.I.I = Limpido e Isento de Impurezas.

(2) Oficio n®249 /2006 / SQP. Incolor (cor 0) e no maximo cor 3.

Observa-se na Tabela 14 que os resultados referentes as analises de Aspecto e Cor
encontram-se dentro do padrao, indicando a pureza do alcool e a auséncia de contaminantes
visiveis. Com relagdo a Massa especifica o resultado (815,11 Kg.m™) encontra-se acima das
especificacbes da ANP, percebe-se que quando a massa especifica aumenta o teor alcodlico
diminui (90,71 °INPM), apesar de ndo estarem dentro das especificacbes os resultados
encontram-se proximos dos valores estabelecidos pela ANP. O resultado de Potencial
hidrogenidnico encontra-se em conformidade com as especificacdes da ANP, mantendo-se
neutro. O valor de Condutividade elétrica (154,0 uS/m) esta de acordo com as especificagdes,

sendo 0 m&ximo permitido 389 puS/m.

5.6 Cinética da fermentacdo microbioldgica

Na Figura 25 podem ser observados os valores do crescimento celular da populacéo
bacteriana do indculo (X = Microrganismos/Escherichia coli) do processo de fermentagéo.

6.10%7

5.10%7
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E 3.10%7 _
= . + Bérel
= v —— Linear (Sénel)
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Figura 25. Comportamento da concentracdo celular de Escherichia coli em funcdo do tempo.
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Observa-se na Figura 25 o comportamento da concentracdo celular de Escherichia coli
durante o processo de fermentacdo, no periodo de 0 a 96 h. O desenvolvimento da biomassa
celular e a formacdo de produto sdo derivados da atividade fisiologica da bactéria em resposta
as condiges do meio de cultura. O niimero de células no inéculo inicial foi de 1,49x10", este
periodo inicial de pouca divisdo celular (0-12 h) é chamada de fase “lag”. Nessa etapa as
células passam por processo de adaptacdo metabdlica, com sintese de enzimas e moléculas,
essenciais para manutencdo e desenvolvimento das células. Apds o periodo de 12 h de
fermentacdo inicia-se a fase de crescimento, definido como fase log ou fase exponencial de
crescimento. Durante esse periodo a reproducdo celular é mais ativa, e se ndo ocorre
limitacGes nutricionais o tempo de geracdo é constante (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012;
WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2008).

Quando o tempo de geracdo € constante, a representacdo do desenvolvimento celular
durante a fase log origina uma linha reta, sendo este periodo o de maior atividade metabdlica
no processo fermentativo. Nessa fase a populacdo bacteriana € mais uniforme se tratando de
propriedades fisiologicas e quimicas, de modo que, todos os componentes celulares séo
produzidos a taxas constantes em relacdo aos outros (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012;
WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2008).

A partir de 36 h de fermentacdo entra-se na fase estacionaria, periodo em que a
velocidade da reproducdo se reduz, e o numero de células viaveis sdo equivalentes as que
morrem. Nessa etapa de fermentacdo a populagdo bacteriana se estabiliza e a taxa de
crescimento aparente pode ser considerada nula. A entrada na fase estacionaria pode resultar
de diversos fatores que atuam em conjunto, como a producéo de inibidores, esgotamento do
acucar ou saturacdo da populacdo. No tempo de 60 e 66 h de fermentacdo tém-se 0 maximo
de células produzidas, chegando a 5,20x10"" e 5,11x10"", ocorrendo actimulo de metabélitos e
subprodutos como etanol, acetato, formato, succinato e lactato (GONZALEZ, et al., 2008;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Até 72 h de fermentacdo a viabilidade da populacdo € de 91%, apds esse periodo o
namero de células mortas ultrapassa o nimero de células vivas, levando a fase de morte ou
declinio logaritmico. Ocorre a diminuicdo da concentracdo de fonte de carbono e a elevada
concentracdo de metabdlitos produzidos, limita o crescimento bacteriano, levando ao declinio
da populagdo. No tempo de 96 h a concentracdo celular observada é de 1,14x10 e a
viabilidade da populagéo bacteriana baixou para 25% (TRABULSI, 1998).
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Na Figura 26 pode ser observada a velocidade especifica do crescimento celular do

processo de fermentacdo no periodo de 0 a 96 h.
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Figura 23. Velocidade especifica de crescimento celular (p) no processo de fermentacao.

A velocidade especifica de crescimento celular (n) do processo fermentativo
determinada pela Equacdo 10 foi de 0,016 h™, e a velocidade especifica maxima (pum) de
crescimento calculado pela Equagéo 4 foi de 0,018 h™. Esses valores indicam um processo de
fermentacéo lento, porém préximo ao encontrado por Murarka et al. (2008) de 0,040 h™. A
baixa velocidade pode ser decorrente da alta concentracdo de nutrientes no substrato utilizado,
0 que pode retardar a velocidade de crescimento.

Na Figura 27 é apresentado o consumo da concentracdo de aclcares (°Brix) presentes

no processo fermentativo em fungéo do tempo.
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Figura 24. Comportamento da concentragao de agucares (°Brix) em funcdo do tempo.
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A concentracdo inicial de acucares no processo de fermentacdo foi de 32 °Brix,
baixando gradualmente em funcdo do tempo, chegando a 14 °Brix em 96 h de fermentacdo. A
variacdo da concentracdo de nutrientes em uma cultura acompanha o desenvolvimento da
populacdo bacteriana, sendo aproveitada para geragdo de micro e macromoléculas durante o
processo (TRABULSI, 1998).

Espera-se em processos de fermentacdo alcoolica que o valor de °Brix chegue a 0 no
final do processo de fermentacdo, porém, isso ndo ocorreu nesse trabalho. Provavelmente
devido a alta disponibilidade de nutrientes e aglcares presentes no meio, o que também leva a
uma fermentacdo mais lenta por parte dos microrganismos (LIMA, U. A. et al., 2007).

Na Figura 28 é apresentada a velocidade especifica do consumo de acgucares (°Brix)

no processo de fermentacao.
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Figura 25. Velocidade especifica do consumo de agucares (°Brix) (us).

A Figura 28 representa a velocidade especifica do consumo de substrato (°Brix) no
tempo de fermentacdo calculada pela Equagdo 12.

Analisando os resultados pode se perceber que a velocidade foi mais elevada nas
primeiras h de fermentacéo, caracterizada como a fase log, a qual apresenta maior atividade
metabolica e sintese de proteinas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; WILLEY;
SHERWOOD; WOOLVERTON, 2008).

Na Figura 29 e observada a concentracdo de produto (Etanol) em funcéo do tempo de

fermentacao.
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Figura 26. Comportamento da concentracdo da producgédo de produto em funcéo do tempo.

A producéo
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de etanol inicia-se na fase exponencial de crescimento dos

microrganismos, sendo um metabdlito primario do metabolismo das bactérias, a producéo

ocorre simultaneamente ao desenvolvimento da populacéo.

Observa-se na Figura 29 que a producdo de etanol inicia-se em aproximadamente 18

h do processo fermentativo, chegando a producdo maxima no tempo de 72 h, ap0s esse

periodo ndo houve aumento na producdo, provavelmente pela saturacdo de metabdlitos e
biomassa celular no sistema (TRABULSI, 1998; MADIGAN; MARTINKO; PARKER,

2010).

Na Figura 30 é apresentada a velocidade especifica de formacdo de produto (Etanol)

do processo de fermentacdo, determinada a partir da Equacao 13.
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Figura 27. Velocidade especifica da formagéo de produto (up).
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A formacéo de produto € associada ao crescimento celular, dessa forma, a velocidade
apresenta-se mais elevada na fase em que a atividade metabdlica bacteriana é maior, fase log
do processo fermentativo. Essa fase inicia-se em 18 h e vai até aproximadamente 36 h, apos
esse periodo a velocidade especifica de formacdo de produto tende a diminuir. A velocidade
especifica da formacdo do produto tende a ser proporcional a velocidade especifica de
consumo de substrato, devido ao comportamento caracteristico do processo de fermentacéo
pela bactéria Escherichia coli (TRABULSI, 1998; MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2010).
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. CONCLUSOES

A bactéria Escherichia coli ATCC 25922 demonstrou ser um microrganismo capaz de
produzir etanol a partir de processo de fermentacdo dos residuos industriais;

O emprego do glicerol bruto como fonte de substrato para conversdo microbiolégica
em etanol mostrou-se possivel, sendo o glicerol considerado uma excelente fonte de
carbono para aplicagédo em processos de fermentacao;

A proporcdo de fibra lignocelul6sica influencia na producdo de etanol a partir da
fermentacdo microbiol6gica do glicerol;

Os maiores teores de etanol obtido foram 83 e 81 °GL (4 mL de bactéria Escherichia
coli e 2 g de fibra lignocelulésica), utilizando 50 mL de glicerol em todos os ensaios;
O estudo cinético demonstrou que o tempo que compreende entre 12 h a 36 h de
fermentacdo, foi o periodo em que ocorreu a maior producédo de etanol no processo;
As velocidades especificas de crescimento celular, de consumo de aglcares (°Brix) e
de producdo de etanol foram superiores nas primeiras horas de fermentacdo, e
diminuiram em funcéo do tempo;

Empregar residuos industriais no processo de fermentacdo para produzir etanol se
caracteriza como tratamento adequado para esses subprodutos, impulsionando a matriz
energética e reduzindo problemas ambientais;

O estudo demonstrou ser possivel produzir etanol pela fermentacdo microbiolégica do

glicerol e de fibra lignocelul6sica utilizando a bactéria Escherichia coli ATCC 25922.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

(1) Caracterizar os residuos gerados com a fermentacdo microbioldgica do glicerol e da
fibra lignocelulosica.

(2) Estudar a aplicacao dos residuos produzidos no processo.

(3) Avaliar o potencial de producéo de etanol usando somente o glicerol.

(4) Analisar a producdo de etanol utilizando apenas a fibra lignocelul6sica por rota
enzimatica ou &cida.

(5) Testar a aplicabilidade de outros microrganismos no processo de fermentagéo
microbioldgica para geracdo de etanol.

(6) Averiguar a resposta metabdlica da bactéria Escherichia coli com variacdo de pH e

temperatura do sistema.
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