UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

CENTRO DE TECNOLOGIA cl;rTEg

M PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

£

MIRELLE MARCIO SANTOS CABRAL

APROVEITAMENTO DA CASCA DO COCO VERDE PARA A PRODUCAO
DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Macei6 - AL
2015



MIRELLE MARCIO SANTOS CABRAL

Aproveitamento da casca do coco verde para a producdo de etanol de segunda

geracao

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa  de P6s-Graduacéo em
Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Alagoas, como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em

Engenharia Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Renata Maria
Rosas Garcia Almeida

Co-Orientadora: Profa. Dra. Ana Karla de
Souza Abud

Macei6 - AL
2015



Catalogacéao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecario Responsavel: Valter dos Santos Andrade

Cl117a Cabral, Mirelle Marcio Santos.

Aproveitamento da casca do coco verde para producdo de etanol de segunda
geracdo / Mirelle Marcio Santos Cabral. — 2015.
74 1. :il.

Orientadora: Renata Maria Rosas Garcia Almeida.
Coorientadora: Ana Karla de Souza Abud.

Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade Federal de
Alagoas. Centro de Tecnologia. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia
Quimica. Macei0, 2015.

Bibliografia: f. 66-74.

1. Hidrolise. 2. Coco verde. 3. Material lignocelulésico. 4. Pré-tratamento.
5. Etanol 2G. I. Titulo.

CDU: 66.094.941




Mirelle Marcio Santos Cabral

APROVEITAMENTO DA CASCA DO COCO VERDE PARA A PRODUGAO
DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Alagoas, como requisito para a
obtencdo do Titulo de Mesire em Engenharia
Quimica.

Aprovada em: Macei0, 24 de Fevereiro de 2015.

BANCA EXAMINADORA

@th

Profe, Druf’.enata Ma‘r;a’ Rosas Garcia Aimeida
(PPGEQYUFAL - Orientadora)

2 s A _ p i o
J Nna. Kodo ol <So; 7e dhid
4 Prof®. Dr°. Ana Karla de Souza Abud
(PPGEQ/UFAL - Coorientadora)

i /ﬁ o) /7 .-f — S
}‘v}ﬁgmh fﬂ;{?gﬁ?f Ao -éﬁ;ﬁfﬁﬂ Vi T-Zj
! Prof. Dr. Wagner Roberto de Qliveira Pimentel
(PPGEQ/UFAL)

4 g ")/,?'
A Prof. Dr. An‘gb}lé Jge Gongalves da Cruz
/ (UFSCar — Membro Externo)




AGRADECIMENTOS

A Deus, que me deu forca e sabedoria para nunca desistir nos momentos dificeis,
sempre mantendo a fé.

Aos meus pais, Marcelo e Edeusa, e minhas irmds, Marcia e Marcella, que sempre me
apoiaram e nunca me deixaram nada faltar para que eu pudesse alcangar meus objetivos.

A minha esposa Wagna Juliana que, com muito amor e paciéncia, sempre esteve ao
meu lado, além de me proporcionar o momento mais feliz de minha vida, o nascimento de
nossa filha Mirella.

A professora Dra. Renata Rosas, por mais uma orientacio, sempre disposta a ajudar
com muita sabedoria e bom humor.

A professora Dra. Ana Karla Abud, pela co-orientagio e grandes ensinamentos, 0s
quais foram a base para o desenvolvimento deste trabalho.

A todos que fazem parte do LTBA e LEEQ, pela grande ajuda e companheirismo.

Ao Laboratério de Engenharia Bioquimica na Universidade Federal de Sdo Carlos

(UFSCAR), pelas anlises realizadas, em funcéo da parceria do projeto Casadinho.



RESUMO

O aumento do consumo da &gua de coco leva a uma maior geracdo de residuos, 0s
quais vém merecendo atengdo de pesquisadores para 0 aproveitamento desta biomassa.
Devido a suas caracteristicas, a fibra da casca do coco verde se apresenta como mais uma
alternativa para o desenvolvimento e producdo do etanol 2G, além de ser uma opg¢do de
aproveitamento deste residuo agroindustrial. Atualmente, a hidrolise enzimética é vista como
uma das rotas mais atrativas para converter celulose em glicose. Porém, devido & natureza
recalcitrante das variedades de biomassa, a hidrolise enzimatica se torna ineficiente, fazendo-
se necessario o pré-tratamento deste material lignoceluldsico. O trabalho estuda dois tipos de
pré-tratamento quimico, acido e alcalino, na fibra da casca do coco verde a fim de avaliar a
quantidade de agucares liberados na fracdo liquida da solucéo para a obtengdo de etanol de
segunda geracdo. Os ensaios foram realizados em autoclave a 121°C e latm, variando-se a
concentragdo do reagente (0, 5 e 10%), &cido sulflrico e hidréxido de sédio, e o tempo de
reacdo (20, 40 e 60 min). A maior liberacdo de agUcares redutores ocorreu no pré-tratamento
alcalino, com 5% e 40 min, apresentando concentracdo média de 44,72 g/100 g de fibra ndo
tratada. No teste de capacidade fermentativa com o caldo pre-tratado, foram utilizados dois
tipos de leveduras, a Saccharomyces cerevisiae e a Pichia stipitis, onde se observou éxito na
fermentacdo nos experimentos com 0 e 5% de &cido sulfdrico, ambos inoculados com a
levedura Pichia stipitis. A hidrolise enzimética foi realizada com a fragdo solida do material
pré-tratado, utilizando a enzima comercial Accellerase 1500, com 1 % de carga de solidos. Os
resultados de hidrolise, juntamente com a caracterizacdo quimica da biomassa pré-tratada,
confirmaram o pré-tratamento alcalino como a melhor condi¢do de trabalho. O melhor
resultado obtido foi conversdo enzimatica de 87% e rendimento global de 22,34 g/100g de
fibra in natura. A fermentacdo do hidrolisado foi promovida usando leveduras
Saccharomyces cerevisiae, durante o periodo de 9 horas, a qual apresentou concentragdo de
etanol e rendimento fermentativo, em média, 5,90 g/L e 90,42%, respectivamente. O estudo
de viabilidade de producdo constatou que é possivel produzir 39 litros de etanol para cada
tonelada da casca do coco verde.

Palavras-chave: Coco verde. Material lignocelul6sico. Pré-tratamento. Hidrolise



ABSTRACT

The increase of coconut water consume has led to a greater amount of residues which
in turns is calling researchers attention on how to reuse them. Due to the features, the green
coconut fiber shows itself as one more alternative to the development and production of
ethanol 2G, as well as being a good option for the reuse of this agro industrial residue.
Currently, the enzymatic hydrolyze is seen as one of the most attractive option to convert
cellulose in glucose. However, because of the recalcitrant nature of the varieties of biomass
existing, the enzymatic hydrolyze becomes inefficient, demanding a pretreatment of the
lignocellulose material. This paper shows a study focusing on two different chemical
pretreatments with the green coconut fiber, the first using acid and the second using alkaline;
aiming to evaluate the sugar amount consequently liberated in the liquid fraction of the
solution used to obtain ethanol of second generation. The tests were made in autoclave at
121°C and 1 atm, varying the concentration of the reagent (from 0.5 to 10%), sulfuric acid and
hydroxide of sodium, and the time reaction (20, 40 and 60 minutes). The greater sugar amount
liberation occurred during the alkaline pretreatment at 5% and 40 minutes, showing an
average concentration of 44.72 g/100g of non-treated fiber. In the test of fermentation
capacity with the pretreated juice, two yeasts were used, Saccharomyces cerevisiae and
Pichia stipitis, in which was observed success in the fermentation process whose experiments
were developed by using 0 and 5% of sulfuric acid, both inoculated with the yeast Pichia
stipitis. The hydrolysis results, together with the chemical analysis of the pretreated biomass
have confirmed the alkaline pretreatment as the best working condition. The best result
obtained was an enzymatic conversion of 87% and an overall yield of 22.34 g/ 1009 of fresh
fiber. The fermentation of the hydrolyzed one was promoted using Saccharomyces cerevisiae
during the period of 9 hours, which showed a concentration of ethanol and an fermentative
yield, on average, 5,90 g/L e 90,42%, respectively. The feasibility production study found that
it is possible to produce 39 liters of ethanol for each ton of residue of green coconut husk.

Key-words: Green coconut. Lignocellulose residue. Pretreatment. Hydrolyze
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1 INTRODUCAO

A cultura do coco se destaca em muitos paises ndo sé pelos aspectos econdémicos, mas
também pelos sociais e ambientais. A gama de produtos que pode ser explorada com esta
frutifera a torna reconhecida como importante recurso vegetal para a humanidade (MARTINS
e LUCIANO JUNIOR, 2011).

Nos ultimos anos, a intensificacdo de &reas de cultivo e de producéo foi percebida em
vérias partes do mundo. No Brasil, a situacdo ndo é diferente, onde o avanco da cultura ocorre
ndo so pela evolucdo em patamares produtivos, que condicionam ao pais lugar de destaque
entre 0s maiores produtores mundiais, mas, também, pela expansdo da éarea cultivada em
regides nio tradicionais de cultivo (MARTINS e LUCIANO JUNIOR, 2011).

A producdo e consumo de coco verde no Brasil vem a cada ano crescendo
consideravelmente, principalmente pelo comércio de agua de coco, o qual evoluiu em
consequéncia da aplicacdo de tecnologias de processamento e conservagdo da &gua do coco
verde, viabilizando o mercado deste produto e otimizando seu aproveitamento (BRIGIDA,
2006).

O expressivo aumento do consumo de agua de coco, considerada um isotdnico natural,
provoca graves problemas de geragdo de lixo nas grandes cidades. A 4gua de coco representa
entre 20% e 25% do peso total do fruto e a casca pode demorar até oito anos para se
decompor. Um copo de 250 mL de agua de coco gera mais de um quilo de residuo
(ARAGAO et al., 2002).

As alteracOes climaticas atribuidas ao aquecimento global decorrente da queima dos
combustiveis fdsseis, associadas & inseguranca energética refletida pelas dificuldades
crescentes na producdo do petrdleo, ttm motivado uma corrida sem precedentes pela
producéo de energia e de combustiveis a partir de fontes renovaveis (NYCO et al., 2010).

A conversdo de biomassa lignocelulésica em etanol envolve, basicamente, quatro
etapas: pre-tratamento, hidrolise dos polissacarideos contidos no material em agUcares,
fermentacdo destes acucares a etanol e destilacdo para recuperacdo do etanol. O pre-
tratamento € uma importante etapa do processo de conversdo da celulose, sendo necessario
para alterar a estrutura da biomassa, tornando as moléculas de celulose mais acessiveis as
enzimas que convertem os polimeros em agtcares fermentesciveis (MOSIER et al., 2005).

Um processo baseado na hidrolise enzimética e na fermentacdo é considerado, hoje,

como a opgdo mais promissora para a conversdo dos carboidratos de materiais
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lignocelulésicos em etanol, de forma energeticamente eficiente, resultando em elevados
rendimentos e baixos custos de producéo (GALBE e ZACCHI, 2002).

Diante dessa conjuntura, este trabalho visa avaliar o comportamento desta biomassa
como matéria-prima para producédo de etanol de segunda geracéo, agregando valor & cadeia
produtiva do coco e contribuindo para diminuigdo de impactos ambientais nas grandes

cidades.



14

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Auvaliar o potencial da casca de coco verde como matéria-prima na producéo de etanol

de segunda geracao.

2.2 Especificos

Séo objetivos esperados deste trabalho:

» Realizar a caracterizagéo da casca de coco verde;

= Auvaliar dois processos de pré-tratamento para quebra das fibras lignoceluldsicas do
€ocCo;

» Realizar o processo de hidrolise enzimética da fibra pré-processada, visando a quebra
da celulose em acgucares redutores;

» Realizar o processo de fermentagdo etandlica do hidrolisado, por meio da levedura
comercial Sacharomyces cerevisae.

» Avaliar a capacidade fermentativa da fracdo liquida resultante do pré-tratamemto,

utilizando as leveduras Saccharomyces cerevisiae e a Pichia stipitis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O coqueiro e o coco

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é uma das frutiferas mais disseminadas naturalmente
em todo planeta, sendo encontrada em praticamente todos os continentes, principalmente na
Asia, Africa, América Latina e regido do Pacifico. E uma cultura tropical que se estende ao
longo da faixa costeira, entre os tropicos de Céncer e de Capricdrnio, cultivada em
aproximadamente 11,6 milhdes de hectares, em 86 paises (SIQUEIRA et al., 2002).

Quanto a origem do coqueiro, Purseglove (1972) citado por Schuiling; Harries (1994),
sugere que o coqueiro foi introduzido na ilha de Madagascar nos primeiros seculos depois de
Cristo e, a partir dai, atingido a costa do continente leste da Africa, sendo levado para o oeste
africano apds a descoberta do Cabo da Boa Esperanca e, por conseguinte, para as Ameéricas e
toda area tropical da terra.

O coqueiro ndo existia, no Brasil, quando da sua descoberta pelos portugueses em
1500. As primeiras referéncias aparecem no “Tratado Descritivo do Brasil”, escrito por
Gabriel Soares de Souza, em 1587, que diz: “As palmeiras que déo os cocos se ddo bem na
Bahia, melhor que na india, porque metendo um coco debaixo da terra, a palmeira que dele
nasce d& coco em cinco e seis anos, e na India ndo déo, estas plantas, frutos em vinte anos”
(BONDAR, 1955 citado por SIQUEIRA, 2002).

O coqueiro chegou ao Brasil por volta do ano de 1553, pelo Estado da Bahia, a bordo
de embarcagdes portuguesas oriundas das ilhas de Cabo Verde. Por ser uma planta tropical,
encontrou condi¢Bes propicias para seu desenvolvimento no pais e se espalhou pelas regides
Norte e Nordeste e, mais recentemente, na Sudeste (PEREIRA, 2012).

Segundo Vilela (2010), existem trés variedades de coqueiro exploradas no Brasil:

= Coqueiro gigante: planta de porte alto, atingindo cerca de 35 metros de altura,
cuja finalidade principal € o fornecimento de polpa (copra) para a industria de
derivados de coco (coco ralado e leite de coco). Inicia sua produgdo a partir de
seis anos e meio, tendo producdo média de 70 frutos/planta/ano;

= Coqueiro ando: planta de porte baixo, atingindo cerca de 12 metros de altura, o
qual é utilizado para atendimento do consumo de &gua-de-coco (in natura ou
envasada). Comeca a produzir com dois anos e meio, apresenta produtividade
de 120 frutos/planta/ano e pode alcangar 250 frutos em sistemas irrigados;

= Coqueiro hibrido: plantas de porte intermediario, atingindo cerca de 20 metros

de altura, com dupla finalidade de fornecimento de coco, ou seja, tanto para a
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indUstria quanto para 0 consumo da agua. Sua produtividade alcanca del20 a
150 frutos/planta/ano, com inicio de producdo quatro anos pos-plantio. Tem
participacdo pouco expressiva na produgéo.

De acordo com Aragdo et al. (2002), as variedades gigante, ando e hibrido sdo
cultivadas em 70%, 20% e 10% da area plantada, respectivamente.

O Brasil € o Unico pais produtor onde o coco é tratado como uma fruta e ndo como
uma oleaginosa, com uma vasta aplicagdo do fruto in natura e seus derivados, bem como
insumo industrial, na forma de condimentos, especiarias e outras formas de utilizacdo
(ARAGAO et al., 2002).

Com relagdo a estrutura do coco (Figura 1), Ferreira et. al (1998) descreve as
principais partes do coco da seguinte forma:

= Epicarpo (epiderme lisa): camada externa do fruto.

= Mesocarpo: parte mais desenvolvida do coco, constituida de fibras.

»= Endocarpo (camada pétrea que envolve a parte comestivel): estrutura que
forma a casca dura em torno da semente.

= Semente: toda estrutura que serve para reproduzir um vegetal.

= Alblmen (endosperma): tecido contendo substancias nutritivas na semente. O
albimen liquido é a agua de coco, enquanto que o albumen sélido é a polpa,

também chamada de copra.

Figura 1: llustracdo da estrutura do coco.

Epicarpo

Mesocarpo fibroso

Albamen solido

. Endocarpo
Albumen liquido

Fonte: Ferreira et al., 1998

3.2 Coco maduro
O coco maduro, também chamado de coco seco, é o fruto na fase completa de

maturacdo, ou seja, o albimen sélido se apresenta na forma rigida e no seu peso maximo. Isso
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acontece entre 0 11° e 0 12° més de idade, quando os frutos apresentam cor castanha, manchas
verdes e pardas irregulares e peso inferior ao coco verde (ARAGAO, 2007).

Podem-se obter inimeros derivados do coco seco, principalmente na agroinddstria
alimenticia, como é mostrado na Figura 2. A parte mais valiosa é a améndoa, a qual fornece
os produtos de maior valor agregado, enquanto a agua geralmente é descartada, pois apresenta

sabor amargo e baixa qualidade nutricional (ASSIS et al., 2000).

Figura 2: Potencialidades agroindustriais do coco em estagio de maturagdo completa.

> Bebida
—> Agua >| Nata de coco
] Cosméticos
> Vinagre
Resinas
> Copra
Fluidos para
freios
Coco > Améndoa >| Coco ralado
> Outros
>| Leite de coco
Produtos
artesanais
> Fibra
Isolante
—> Casca — térmicn
> P6

Fonte: Adaptado de Nunes, 2002.
3.3 Coco verde

Coco verde é o fruto do coqueiro que é colhido ainda em estigio de maturacédo, ou
seja, entre 0 6° e 7° més apds seu brotamento. A colheita do coco neste periodo proporciona
volume méximo de 4gua na cavidade do fruto e melhor qualidade, encontrando-se dissolvidos
a maioria dos sais minerais e albumina, além do elevado contetido de sélidos sollveis (ASSIS
et al., 2000). Por estas caracteristicas, sabor aprazivel e grande valor nutricional, sua produgéo
é destinada para o comércio da agua de coco.

De acordo com Brigida (2006), apesar da produgdo do coco maduro ser muito
superior, nos Gltimos anos o coco verde vem se destacando pelo aumento do consumo de agua
de coco em todo pais. Entre os fatores que podem ratificar essa significativa alavancada estéo

a inclusdo de héabitos saudaveis no comportamento da populacdo brasileira e a evolugéo da
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tecnologia de envasamento e conservacdo deste produto, viabilizando o comércio e

otimizando seu aproveitamento.

3.4 Producéo de coco no Brasil, no Nordeste e no Estado de Alagoas

A partir de dados apresentados por Martins e Janior (2011), o Brasil, nos ultimos anos,
vem se destacando no cendrio mundial da cultura do coco. Em 1990, o pais ocupava a 10?
posi¢do no ranking mundial, com uma produg&o ao redor dos 477 mil toneladas de coco. Em
2010, o pais subiu para a 42 posi¢do, com uma producdo aproximada de 2,8 milhGes de
toneladas, em uma area colhida de 287 mil ha de coqueiros. Em se falando de América do
Sul, hd um destaque ainda mais ilustre, ocupando o Brasil a 1* colocagdo na producéo deste
fruto, sendo responsavel por mais de 80% da producéo desta regido.

De acordo com a Associagdo Brasileira de Produtores de Coco (ABRASCOCO), no
beneficiamento da producéo brasileira (CUENCA et al., 2002):

= 35% da produgdo se destinam as agroinddstrias, onde 99% deste total sdo

constituidos de coco maduro voltados a indUstria de coco ralado e de leite de
coco;

= 35% da producéo se destinam aos mercados Sudeste-Sul, onde 90% s&o de frutos

verdes;

= 30% ficam no mercado nordestino, dos quais 80% sdo cocos maduros.

Baseado nos dados acima, pode-se afirmar que a producdo de coco maduro representa
62% do total, restando 38% de coco verde.

Apesar do cultivo do coqueiro estar sendo estimulado e introduzido em vérias regides
do pais, as maiores plantagdes e producdes se concentram na faixa litoranea, especialmente no
Nordeste e parte da regido Norte, favorecidas pelas condi¢bes de tropicalidade climatica,
detendo aproximadamente 75% da producgdo de coco brasileiro, como pode ser visto na
Tabela 1. Devido & minima producéo, as regides Sul e Centro-oeste ndo sdo consideradas

nesses dados.

Tabela 1: Area plantada e produgéo de coqueiro nas regides do Brasil em 2014.

Regides do Brasil Area plantada (ha) Produg&o (mil frutos)
Nordeste 215.163 1.345.962
Norte 23.975 252.406
Sudeste 18.276 315.714
Total/Brasil 257.414 1.954.354

Fonte: IBGE , 2014.
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No final da década de 90 e inicio da década de 2000 ocorreu grande aumento na
producdo brasileira de coco. Este fato é explicado pelo desenvolvimento da cultura na regido
Sudeste, principalmente pelo estado do Espirito Santo. Para se ter uma idéia, a participacgao
desta regido na producéo da safra de 1991 foi de apenas 1,3%, enquanto que em 2001 este
percentual passou para 15,8% (IBGE, 2013). Entretanto, nos Gltimos dez anos, a producéo
brasileira de coco teve uma breve estagnada, com beneficiamento médio proximo de dois
bilhdes de frutos anuais, como pode ser observado na Figura 3.

Segundo Cuenca et al. (2002), a regido Sudeste evoluiu devido aos altos indices de
rendimento obtidos em é&reas de expansdo da cultura, onde foram utilizados sistemas de
producdo intensivos e alto grau de tecnologia, além das melhores condi¢des de mercado em
relacdo a regido Nordeste, tais como maior quantidade de consumidores, maior renda per

capita e melhor possibilidade de estabelecimento de indUstrias processadoras.

Figura 3: Producéo de coco no Brasil de 2005 até 2014.

Producéo de coco
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Bilhdes de frutos
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Ano

Fonte: IBGE, 2013 e IBGE, 2014.

O Estado da Bahia é o maior produtor do pais, com producdo superior a 500 milhdes
de frutos, representando 38,5% da producdo nordestina e quase 30% de toda producdo
nacional (IBGE, 2014).

O Estado de Alagoas ocupa a 10%* posicdo na producdo de coco no pais, sendo
beneficiados mais de 50 milhdes de frutos no ano de 2014 (IBGE, 2014). Os municipios
alagoanos que se destacam nesta producao séo: Coruripe, Piacabucu, Marechal Deodoro, S&o

Sebastido e Maragogi.
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3.5 Geragdo de residuos proveniente do coco verde

Em consequéncia do processo de obtengdo da agua de coco, a casca do coco aparece
como residuo, ndo tendo aplicagdo para a agroinddstria em questdo. Em virtude do
crescimento no consumo de &gua de coco no Brasil, sdo geradas milhares de toneladas
diariamente de casca, acarretando sérios problemas ambientais.

As cascas de coco verde geradas por este agronegdcio representam de 80% a 85% do
peso bruto do fruto e cerca de 70% de todo lixo gerado nas praias brasileiras. Este material
tem sido correntemente destinado aos aterros e vazadouros, sendo, como toda matéria
orgéanica, potenciais emissores de gases estufa (metano) e, ainda, contribuindo para que a vida
util desses depdsitos seja diminuida, proliferando focos de vetores transmissores de doengas,
mau cheiro e possiveis contaminagdes do solo e corpos d'agua, além da inevitavel destruicdo
da paisagem urbana (ROSA et al., 2001).

Segundo D’Almeida (2000), o aterro sanitario é uma forma para a deposigéo final de
residuos solidos gerados pela atividade humana. Nele sdo dispostos residuos domiciliares,
comerciais, de servicos de salde, da industria de construcéo ou dejetos sdlidos retirados do
esgoto. Estas areas devem ser impermeabilizadas para evitar o vazamento de chorume
(contaminagdo do solo e &guas superficiais e subterraneas), o qual deve ser tratado antes de
ser langado no meio ambiente, para captar os gases liberados, evitando a contaminagéo do ar,
devendo os residuos solidos serem cobertos com material inerte a fim de impedir que ele fique
exposto e atraia animais nocivos a salide humana, como insetos e roedores.

Lix&o (ou vazadouro) é uma forma inadequada de disposicao final de residuos sdlidos,
que se caracteriza pela simples descarga do lixo sobre o solo, sem medidas de protecdo ao
meio ambiente ou a salde publica, sendo 0 mesmo que descarga de residuos a céu aberto
(IPT, 1995). Nestes locais ndo existe nenhum controle quanto aos tipos de residuos
depositados e quanto ao local de disposicdo dos mesmos. Nesses casos, residuos domiciliares
e comerciais de baixa periculosidade sdo depositados juntamente com os industriais e
hospitalares, de alto poder poluidor. Nos vazadouros pode haver outros problemas associados,
como, por exemplo, a presencga de animais (inclusive a criagdo de porcos), de catadores (que,
na maioria dos casos, residem no local), além de riscos de incéndios causados pelos gases
gerados pela decomposigdo dos residuos e de escorregamentos, quando da formag&o de pilhas
muito ingremes, sem critérios técnicos (IPT, 1995).

O desenvolvimento de alternativas de aproveitamento da casca de coco verde
possibilita a redugdo da disposi¢do inadequada de residuos solidos e proporciona uma nova

opcéo de rendimento junto aos locais de produgdo (MATTOS etal., 2011).
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3.6 Fibra do coco

A casca do coco verde, assim como a do coco maduro, é constituida por uma fragdo de
fibras e outra denominada de po, que é material de enchimento dos espacos entre as fibras.

O pd, originado da trituracdo da casca do coco, é um material biodegradavel,
renovavel e muito leve, apresentando-se uma excelente matéria-prima para fabricacdo de
substratos. Destaca-se como melhorador das caracteristicas fisicas e bioldgicas do meio de
cultivo das mais diversas espécies vegetais, constituindo em um excelente estimulador de
enraizamento de plantas (NUNES, 2007).

As fibras de coco sdo materiais lignoceluldsicos obtidos do mesocarpo dos frutos e se
caracterizam pela dureza e durabilidade atribuida ao alto teor de lignina, quando comparadas
com outras fibras naturais (SILVA et al., 2006).

As fibras vegetais sdo formadas por diversos componentes quimicos, constituidos a
base de hidrogénio (H) e carbono (C), sendo os principais a celulose, a hemicelulose e a
lignina, sendo a composicdo quimica variada ligeiramente, de acordo com a regido de cultivo,
tipo de solo e condi¢bes climaticas (SILVA, 2003). A Tabela 2 mostra as principais
caracteristicas das fibras vegetais da casca de coco verde, na qual apresenta como fator
importante & elevada quantidade de lignina, a qual chegar a 45% da composicdo desta

biomassa.

Tabela 2: Valores médios das principais propriedades fisico-quimicas da casca do coco verde.

Propriedades Valores médios
pH 54
Condutividade elétrica (dS/m) 1,8
Relagdo C/N 132
Densidade (g/L) 70
Porosidade total (%) 95,6
Retencdo de agua (mL/L) 538
Agua facilmente assimilavel (%) 19,8
Lignina (%) 35a45
Celulose (%) 23a43
Hemicelulose (%) 3al2

Fonte: Aragédo, 2007.

A celulose (Figura 4) é um polissacarideo formado por mondmeros de D-
glicopiranose, que formam longas cadeias lineares com alto grau de polimerizagéo (formacéo
de polimeros), sendo o principal componente de todas as fibras vegetais, pois confere a

mesma resisténcia mecénica (SILVA, 2003).
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Figura 4: Representacdo esquematica da molécula de celulose.

OH CH
OH
OH 0 HO OH 0 HO
ol 07Ho = OHo 2 ©
o OH ¥ OH e "
OH COH OH
Fonte: Santos, 2012.

A hemicelulose (Figura 5) é um polissacarideo ramificado, que podem ser formados
por um Unico tipo de monossacarideos (denominados homopolissacarideos) ou por dois ou
mais tipos diferentes (chamados de heteropolissacarideos). S&o moléculas muito menores que
a celulose, formadas, principalmente, por mandmeros de xilose, arabinose, galactose, manose
e ramnose (SOUZA e NEVES, 2009).

Figura 5: Representacdo esquematica da molécula de hemicelulose.
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Fonte: Santos et al., 2012.

A lignina (Figura 6) é constituida por um polimero complexo de estrutura amorfa, com
componentes aromaticos e alifaticos, o qual se associa a celulose e hemicelulose durante a
formacdo da paredecelular dos vegetais e tem como finalidade conferir rigidez a mesma. Sua
concentracdo nas fibras influencia a estrutura, as propriedades, a morfologia, a flexibilidade e
a taxa de hidrdlise (PASSOS, 2005 citado por SILVEIRA, 2008).
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Figura 6: Representacdo esquematica da molécula de lignina.
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Fonte: Fengel e Wegener, 1989.
Cada fibra vegetal, denominada de fibra técnica, é constituida de varias fibras
elementares ligadas entre si por um material de cimentacdo, formado, principalmente, por
lignina (FRANCO, 2010). A Figura 7 ilustra a constitui¢do estrutural de uma fibra vegetal.

Figura 7: Constituicdo estrutural de uma fibra vegetal.
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Fonte: Silva (2003).

Segundo Correa (2010), existem trés tipos de fibras encontradas na casca coco: fibra
branca longa, fibra marrom longa e fibra marrom curta. A fibra branca é extraida da casca do
coco verde, com 8 a 10 meses de idade; é mais fina, mais longa e mais macia do que a fibra

marrom. A fibra marrom longa pode ser fina ou grossa. As fibras marrons sdo extraidas de
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cocos maduros, com aproximadamente 12 meses de idade. Um terco do material fibroso é
constituido de fibras longas e, dois tergos, de fibras curtas.

De acordo com Aragdo et al., (2002), a fibra marrom é formada pelo complexo de
celulose (33 a 40%), lignina (41 a 46%), hemicelulose (0,15a 0,25%) e pectinas (2,75 a
4,0%). Ja a fibra branca longa, encontrada no coco verde, tém suas propriedades fisico-
quimicas apresentadas pela Tabela 2.

Segundo Nogueira et al. (1998), a grande quantidade de lignina e celulose e a pequena
quantidade de hemicelulose proporcionam ao substrato da fibra de coco uma grande
durabilidade.

3.7 Aproveitamento da casca do coco verde

No Brasil, a tecnologia de aproveitamento da casca de coco maduro ja € conhecida e
utilizada h& algum tempo. Esta fibra é empregada pela indUstria em aplicagdes diversas, tais
como estofamento de veiculos, colchdes, tecidos, mantas geotéxteis, substrato agricola, entre
outros. As fibras de coco verde se apresentam como mais uma opcdo para este nicho do
mercado e seu uso vem sendo atestado positivamente, com resultados equivalentes aos
obtidos com a fibra do coco maduro (MATTOS et al., 2011).

De acordo com IBGE (2014) e apresentado na Figura 3, o Brasil produz, em média, 2
bilhGes de frutos de coco, o0 que gera cerca de 850.000 toneladas de residuos derivados do
coco verde. Embora ndo exista estatistica precisa sobre o quanto destes residuos é
reaproveitado, sabe-se que grande parte desse volume acumulado se destina aos lixdes e
aterros sanitarios.

A fibra extraida da casca do coco verde apresenta inimeras possibilidades de uso, pois
é um material ecoldgico, facilmente reciclavel, e pertence a familia das fibras duras, o que lhe
confere elevados indices de rigidez e dureza (SENHORAS, 2004).

A seguir, sdo apresentadas algumas alternativas, de comprovada eficacia, para

aproveitamento da casca do coco verde.

3.7.1 Producéo de briquetes

Segundo Silveira (2008), o aproveitamento das cascas de coco verde para producdo de
briquetes implica na reducdo dos impactos causados com a disposigdo destas cascas e ainda
contribui para a preservacdo da vegetacdo nativa, devido a substituicdo da lenha por este

produto.
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Os briquetes sdo fabricados para atender os estabelecimentos e industrias que possuam
fornalhas, fornos, caldeiras e que utilizam lenha para gerar energia, substituindo com
vantagem esta matéria-prima a medida que reduz custos, facilita o transporte, a manipulagao e
0 armazenamento. Seu formato cilindrico padronizado retine uma alta densidade de residuos
prensada, sem a adi¢do de produtos quimicos ou aglutinantes, com alto poder calorifico. Os
briquetes contribuem para o controle do desmatamento e da polui¢do, ja que uma grande

quantidade de residuo que seria descartado pode ser aproveitada (FIEC, 2003).

3.7.2 Substrato agricola

O termo substrato agricola se aplica a todo material solido, natural ou sintético, bem
como residual ou, ainda, mineral ou organico, distinto do solo, que colocado em um recipiente
em forma pura ou em mistura permite o desenvolvimento do sistema radicular,
desempenhando, portanto, um papel de suporte para a planta (ABAD; NOGUERA, 1998).

O pbé da casca do coco, tanto verde como maduro, mostrou-se favoravel ao
desenvolvimento de substratos para formagdo de mudas de cajueiro ando precoce (Figura 8),
apresentando boas caracteristicas, a exemplo da facilidade de retirada da muda do tubete e
agregacao das raizes ao substrato, podendo, assim, substituir o uso do solo hidromorfico, na
proporcéo de 20% (CORREIA et al., 2003).

Figura 8: Mudas de cajueiro ando cultivadas em substrato de coco verde.

Fonte: Correia et al., 2003.

Silva et al., (2010) mostrou que, com excecdo dos substratos que contém torta de
mamona, todas as demais formulagdes a base de fibra de coco verde se mostraram superiores

aos substratos comerciais para a producdo de mudas de pimentéo.
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3.7.3 Produc&o de enzimas

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento na tendéncia do uso de
fermentacdo semi-solida para produgdo de algumas enzimas, em especial aquelas envolvidas
na degradacdo de macromoléculas vegetais complexas. No campo da comercializagdo de
enzimas, o Brasil é consumidor de produtos importados. Neste cenario, a casca do coco verde
surge como uma matéria-prima estratégica para alavancar a producdo de enzimas em todo
pais (OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Oliveira (2010), o p6 da casca do coco verde se revelou como um
6timo substrato indutor no processo de producéo de celulases. A produgdo dessas enzimas a
partir do p6 da casca de coco pode representar, em nivel industrial, um importante processo

no aproveitamento de residuos agroindustriais, com vasta aplicacdo na inddstria alimenticia.

3.7.4 Isolamento acustico

Maquinas e equipamentos em empresas produzem ruidos que podem atingir niveis
excessivos, podendo causar prejuizos & salde de quem os ouve. O ruido, de forma mais
formal, pode ser caracterizado como um fendmeno fisico vibratério, com caracteristicas
indefinidas de variacOes de pressdo (no caso ar) em fungdo da frequéncia, isto é, para uma
dada frequéncia podem existir, em forma aleatdria, por meio do tempo, variacbes de
diferentes pressdes (IIDA, 2005).

A fibra de coco, misturada ao aglomerado de cortica expandido, apresenta excelentes
resultados na absorgdo de ondas de baixa frequéncia, dificilmente alcangados por outros
materiais, oferecendo resisténcia e durabilidade, cumprindo com as necessidades técnicas
exigidas pelo mercado. Além de ser um material versétil e indicado para isolamento térmico e
acustico, utiliza uma matéria-prima natural e renovivel (SENHORAS, 2004). A Figura 9
apresenta uma placa acustica em fibra de coco para uso em forros de alvenaria, enchimento de

paredes, gesso, madeira, entre outras aplicagdes.

Figura 9: Placa acustica em fibra de coco.

Fonte: Allbiz, 2014
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3.7.5 Industria automobilistica

A fibra de coco ¢é utilizada na fabricacdo de pecas como encostos de cabega, para-sol
interno, assentos e encostos de bancos, que equipam os veiculos da marca Mercedes-Benz
produzidos no Brasil (COSTA e GEBARA, 2001).

Tecnicamente, a fibra do coco maduro é melhor do que a espuma derivada do petréleo,
pois a espuma condensa o vapor do corpo, enquanto o produto feito de coco e latex permite a
aeracdo, evitando, assim, o incbmodo do suor, uma vez que, num pais tropical, os produtos
com essa fibra oferecem mais conforto. Nao obstante, a utilizacdo do coco verde também se
mostra economicamente vidvel na fabricacdo de produtos de latex com fibras, apesar de terem
que passar por muitos outros processos, inclusive quimicos, encarecendo o produto. Ao final
do processo, tém um tempo de biodegradagdo muito menor que as fibras do coco maduro, o

que garante uma maior rotagéo de venda no mercado (ROCHA; GHELER Jr., 2000).

3.7.6 Construcao civil

A fibra de coco verde tem um excelente potencial para uso na construgéo civil, quando
usada em pranchas pré-moldadas, por suas caracteristicas de resisténcia e durabilidade, ou na
utilizagdo do fibro-cimento. Neste caso, este residuo deve ser usado com cimento especial, de
baixo teor de alcalinidade, uma vez que a alcalinidade do cimento normal destroi as fibras,
fazendo com que a parede apresente rachaduras e fraca resisténcia (PEREIRA, 2012).

No Brasil, a utilizacdo da fibra de coco verde na construcdo civil pode criar
possibilidades no avanco da questdo habitacional, por intermédio da reducéo do uso e do
custo de materiais, envolvendo a definigdo de matrizes que inter-relacionam aspectos politicos
e socioecondmicos (ALVARENGA, 2012).

3.8 Producéo de etanol

Etanol é o combustivel produzido a partir de matérias-primas sacarinas ou amilaceas, a
exemplo da cana-de-agUcar e do milho, respectivamente.

Atualmente, Estados Unidos e Brasil sdo os maiores produtores de etanol do mundo,
com producéo, em 2012, de 50,3 e 23,5 bilhGes de litros, respectivamente (RFA, 2012), o que
representa 89,4% de toda producdo mundial. A Figura 10 mostra a producéo brasileira de

gtanol nas Ultimas cinco safras.
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Figura 10: Producéo brasileira de etanol nos tltimos cinco anos.
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Materiais lignoceluldsicos sdo substancias constituidas basicamente por celulose,

lignina, polioses (hemicelulose) e constituintes menores (organicos e inorganicos), como

mostra a Figura 11.

Figura 11: Partes constituintes dos materiais lignocelulésicos.

Materiais
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Fonte: Adaptado de Dekker e Mark, 1983 apud Gomez, 2010

Segundo Sarko (1997), os materiais lignocelulésicos sdo 0s compostos mais

abundantes do planeta, correspondendo a 50% da biomassa terrestre, podendo ser encontrados

em diferentes tipos de biomassa, como madeira, papel e casca de coco.
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O etanol de segunda geracdo (2G), também conhecido como etanol celulésico, é
definido como o combustivel produzido a partir de materiais lignoceluldsicos, caso dos
residuos agroindustriais como palha de trigo, bagaco de cana-de-agucar e residuo de milho, e
de residuos florestais, como p6 de serraria. Essas matérias-primas sdo suficientemente
abundantes e disponiveis ao redor do mundo, gerando emissfes liquidas de gases do efeito
estufa muito baixas e reduzindo, dessa forma, os impactos ambientais (GALBE; ZACCHI,
2010).

Nyko et al. (2010) citam que os principais aspectos a serem considerados para o
desenvolvimento dos biocombustiveis de segunda geragdo sdo:

= Efeito estufa, onde as alteracBes climéticas atribuidas ao aquecimento global
decorrente da queima dos combustiveis fosseis, associadas & inseguranca
energética refletida pelas dificuldades crescentes na produgdo do petrdleo, tém
motivado uma corrida sem precedentes pela producdo de energia a partir de fontes
renovaveis.

= O esgotamento da rota atual, ainda que a producdo de etanol de primeira geragéo,
sobretudo no Brasil, tenha obtido avancos crescentes na produtividade agricola e
industrial. A atual tecnologia industrial de produg&o do etanol data dos anos 1980 e
esta proxima de seus limites tedricos.

* Producéo de alimento, uma vez que a segunda geracdo de etanol serd obtida do
aproveitamento de residuos, tendo como trunfo o fato de ndo competir com a
producdo de alimentos e ndo necessitar de mais reas agricultiveis.

No Brasil, o desenvolvimento de combustiveis celulésicos segue com investimentos
modestos, dependendo basicamente de iniciativas governamentais, como o Plano Conjunto
BNDES-FINEP de Apoio & Inovagdo Tecnoldgica Industrial dos Setores Sucroenergético e
Sucroquimico (PAISS), que disponibilizou R$ 3,3 bilhdes para este fim (BNDES, 2012). No
ano de 2014, foi iniciada a producdo da primeira usina comercial de etanol celulésico,
localizada em Alagoas, cuja capacidade de producédo é de 82 milhdes de litros de etanol por
ano (GAZETA DE ALAGOAS, 2014). Também em 2014, outra unidade industrial de
producéo de etanol 2G foi inaugurada, em Piracicaba/SP, na qual foram investidos 237
milhdes de reais para produzir 40 milhdes de litros/ano (EXAME, 2015).

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos compreende, basicamente,

as etapas de pré-tratamento, hidrélise e fermentagdo, como esquematizada na Figura 12.
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Figura 12: Representagdo esquematica da producdo de etanol a partir de biomassa lignocelul6sica.
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Fonte: Adaptado de Sheehan, 2001

3.8.1 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Para se chegar a altos rendimentos de glicose durante a hidrolise, a biomassa
lignoceluldsica precisa, primeiramente, ser pré-tratada. O pré-tratamento tem a finalidade de
diminuir a cristalinidade da celulose, aumentar area superficial da biomassa, remover

hemicelulose e destruir o lacre formado pela lignina, como detalha a Figura 13.

Figura 13: Alteragdes estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina determinadas pelo pré-tratamento.

L grina
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Fonte: Santos et al., 2012

De acordo com Galbe; Zacchi (2007), um pré-tratamento efetivo deve apresentar as
seguintes caracteristicas:
» Resultar em uma elevada recuperacao de todos os carboidratos;
» Resultar em uma elevada digestibilidade da celulose na hidrélise enzimatica
subsequente;
= Ter uma producdo minima de residuos, onde o liquido resultante do pré-
tratamento deve possibilitar a fermentacdo, sem necessidade de uma

destoxificacéo;
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» Resultar em grande concentragdo de sélidos, além de elevada concentracdo de
acUcares liberados na fracéo liquida;

= Requerer baixa demanda de energia;

= Requerer baixo investimento e custo operacional.

Os vérios métodos de pre-tratamento podem ser classificados como bioldgicos, fisicos
(moagem), quimicos (&cido diluido e alcalino) ou uma combinagéo destes (hidrotermdlise).

Segundo Baudel (2006), os métodos fisicos convertem a biomassa em pdés finos,
incrementando a superficie especifica da celulose, de modo que a hidrdlise da mesma ocorre
com relativa facilidade. A maior desvantagem associada a este método consiste no elevado
consumo energético.

Os pré-tratamentos quimicos sdo os mais utilizados, pois sdo os mais eficientes no
aumento da digestibilidade da biomassa (FAN et al, 1982). De acordo com Hamelinck et al.
(2005), o pré-tratamento quimico visa a solubilidade da hemicelulose e da lignina, expondo a
celulose a converséo por componentes acidos ou alcalinos.

O pre-tratamento &cido é realizado embebendo o material em uma solucéo é&cida
diluida, seguida de um aquecimento a uma temperatura entre 140 e 200°C por certo periodo
de tempo. O &cido sulflrico, em concentracdes geralmente abaixo de 4% em massa, tem sido
de muito interesse nesses estudos, por ser barato e efetivo (GALBE; ZACCHI, 2010). O &cido
sulfurico possui algumas limitagdes importantes, incluindo a corrosdo que exige materiais de
construgdo caros. A formacgdo dos produtos de degradagdo e liberagcdo de inibidores na
fermentacdo da biomassa sdo outras caracteristicas do pre-tratamento acido (RUEDA, 2010).

Os processos alcalinos de pré-tratamento geralmente utilizam condigdes moderadas de
operacdo, em termos de temperatura e pressdo, em comparagdo aos sistemas &cidos. O
principal efeito do preé-tratamento consiste na remocéao da lignina da biomassa, promovendo
maior reatividade da fibra (BAUDEL, 2006). Galbe; Zacchi (2010) relatam que o pré-
tratamento alcalino rompe as ligagOes entre a lignina e os carboidratos e quebra a estrutura da
lignina, tornando os carboidratos mais acessiveis ao ataque enzimético. O &lcali (geralmente
soda ou cal) tende a causar um inchamento (“swelling”) da biomassa, de modo que a
cristalinidade da celulose decresce, enquanto ocorre um incremento da superficie especifica
de contato e da porosidade da mesma (BAUDEL, 2006).

Os pré-tratamentos combinados sdo métodos que interagem um efeito fisico com um
efeito quimico, como é o caso do pré-tratamento a vapor com adi¢do de um catalisador (&cido
ou alcalino), hidrotermdlise e explosdo de fibras com amonia (Afex) (GALBE; ZACCHI,
2010).
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O pré-tratamento a vapor € um dos principais métodos utilizados para hidrélises de
materiais lignocelulésicos. Este método atua quimica e fisicamente na transformacdo da
lignocelulose, tendo as reagdes quimicas como pardmetro dominante. Nesse processo, a
biomassa € tratada com vapor saturado a alta pressdo e temperatura (160 a 240°C) por até 20
minutos. Em seguida, a pressdo é aliviada, ocasionando uma mudanga brusca na temperatura,
com finalidade de causar a ruptura nas ligagOes da lignina, hemicelulose e celulose. Pode-se
adicionar SO, para aumentar o efeito do tratamento, com recuperagdo de hemicelulose
(TENGBORD et al., 2001).

A hidrotermélise (hot water), também conhecida como solvélise ou tratamento
hidrotérmico, € semelhante ao tratamento por vapor, mas é conduzida em agua quente a uma
temperatura inferior e em menor contedo de matéria seca. 1sso resulta na solubilizagdo de
acUcares diluidos na forma de oligdmeros. Com uma maior inje¢do de agua, a solubilizagéo é
maior que a explosdo a vapor, tendo a desvantagem o grande consumo de 4gua em que Sao
produzidos os hidrolisados (OSVALDO NETO, 2010).

O método de explosdo de fibras com aménia (AFEX) consiste na verséo alcalina do
processo de pré-tratamento com vapor. Neste caso, os materiais lignocelulésicos sdo
submetidos & agdo da amonia liquida (até 2 kg de amdnia séo utilizados por kg de massa seca)
em altas temperaturas (160 a 180°C), sob uma presséo de 9 a 17 bar, por um periodo de 10 a
20 minutos. Em seguida, a pressao é rapidamente reduzida (SUN; CHENG, 2002).

De acordo com Moiser et al. (2005), o0 método AFEX apresenta como desvantagens o
custo do processo, devido ao preco da amdnia, a qual deve ser recuperada para sua viabilidade
econdmica, e a diminui¢do dos rendimentos das etapas posteriores, devido & degradagdo dos
acUcares produzidos neste processo.

Os hidrolisados lignoceluldsicos podem ser utilizados como meio de fermentagéo para
obter xilitol, etanol e outros produtos Uteis. No entanto, os subprodutos da degradacdo do
aclcar e da lignina afetam negativamente a eficiéncia da fermentagdo, porque alguns deles
sdo toxicos para 0s microrganismos fermentativos e inibem seu metabolismo (MUSSATO;
ROBERTO, 2004).

Pré-tratamentos &cidos, em condicdes severas de concentracdo e temperatura, séo
exemplos de processos que provocam a producdo de inibidores. Em altas temperaturas e
pressdes, glicose e xilose podem ser degradadas em furfural e hidroximetilfurfural,
respectivamente. Quando esses inibidores sdo degradados, ocorre formagdo de &cido
levulinico (Figura 14) (PALMQVIST; HAHNI, 2000).



33

De acordo com Cruz et al. (2000), outro fator importante nos processos de hidrdlise €
0 tempo de reacdo, onde um tempo superior a 60 minutos diminui a concentragdo de xilose
devido a degradacao.

Roberto et al. (1991), estudando a producéo de etanol pela levedura Pichia stipitis,
observaram que as concentragéo de furfural inferior a 0,5 g/L teve um efeito positivo sobre as
células de crescimento, enquanto que nas concentragdes acima de 2 g/L provocaram inibicdo

quase que completa das células.

Figura 14: Produtos obtidos por desidratagdo de monossacarideos.
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Fonte: Corma et al., 2007

Mussato; Roberto (2004) relatam a importéncia da otimizagdo do processo de hidrolise
da biomassa visando minimizar a formagéo de inibidores. Eles ainda descrevem que, quando
0 material hidrolisado apresenta baixas concentracdes de inibidores, a destoxificacdo é mais

facil e o processo fermentativo se torna mais barato.

3.8.2 Hidrdlise de materiais lignocelulésicos

O processo de hidrdlise, também chamado de sacarificagdo, consiste na de quebra da
estrutura cristalina dos polissacarideos, resultando em uma solucdo agucarada, a qual passara
pelo processo de fermentacdo para obtencdo do bioetanol. A hidrolise pode ser realizada por
acdo de 4cidos ou enzimas (GALBE; ZACCHI, 2009).
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Na hidrolise acida existem, basicamente, dois processos, 0 de acidos concentrados e o
de &cidos diluidos.

Os processos de hidrolise com é&cido diluido sdo operados em temperaturas elevadas,
produzindo solugBes de aglicar em concentracdo de 10 a 12% e rendimentos limitados entre
50 e 60%. Embora rendimentos superiores sejam provaveis para reacdes com tempos
reduzidos a temperaturas mais altas, hd uma barreira de ordem operacional que ¢ a falta de
equipamentos de transferéncia de calor para aquecimento e resfriamento muito répidos
(DUARTE, 1989).

Na hidrélise com acido concentrado, utilizam-se acidos fortes como acido sulfirico,
cloridrico ou fosforico em temperaturas baixas, menores que 100°C. Nesta operacdo, a
celulose e hemicelulose sdo quebradas e os monossacarideos liberados da hemicelulose s&o
expostos ao meio reacional, o que leva & degradagdo desses aclcares (SZENGYEL, 2000).

Segundo Ramirez (2010), a reagdo de conversdo da celulose em glicose € demostrada

através da Equacéo 1:

(CeH1005)n+n (H20) — n (CsH1206) 1)

De acordo com Fan et al. (1982) e Saeman (1945), o rendimento em glicose da
hidrdlise acida, realizada em diversas matérias-primas biomassicas, é sempre menor que 70%.
Por outro lado, Ramirez (2010) citado por Wyman et al. (2005) afirma que a hidrdlise
enzimética pode produzir glicose com rendimentos acima de 95%.

Um processo baseado na hidrolise enzimética e na fermentagdo é considerado, hoje,
como a opgdo mais promissora para conversao dos carboidratos de materiais lignocelulésicos
em etanol, de forma energeticamente eficiente, resultando em elevados rendimentos e baixos
custos de producéo (WOOLEY et al., 1999).

A hidrdlise enzimatica da celulose é realizada por enzimas altamente especificas,
chamadas de celulases (BEGUIN; AUBERT, 1994). Segundo Ramirez (2010), a celulase é
constituida de uma mistura de Vvérias endoglucanases e celobiohidrolases, que atacam a area
amorfa da celulose e clivam unidades de celobiose em ambas as pontas da cadeia da celulose,
respectivamente. Elas s&o suplementadas com B-glicosidases, que quebram a celobiose em
duas moléculas de glicose, como ilustra o esquema da Figura 15.

As enzimas sdo inibidas pelo produto final, isto é, muitas celulases séo inibidas pela
celobiose e a B-glicosidase, a qual é inibida pela glicose, de tal forma que o acimulo desses
produtos afeta negativamente a hidrolise da celulose (MENDELS; REESE, 1963).
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Figura 15: Representagdo esquematica de um sistema celulolitico.
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Fonte: Adaptado de Aro et al. (2005).

3.8.3 Fermentacao etanolica

A fermentacdo etandlica consiste na acdo de microrganismos, denominados leveduras,
sobre agucares fermentesciveis contidos em uma solugéo. E um processo bioldgico no qual a
energia fornecida por reacOes de oxidagdo parcial pode ser utilizada para o crescimento de
leveduras e a oxidacéo parcial anaerdbia da hexose, na producéo de etanol e CO; (LIMA,;
MARCONDES, 2002).

Na fermentagdo alcodlica de hexoses, por acdo de leveduras, os principais produtos
obtidos, em proporcdes equimolares, sdo o etanol e o diéxido de carbono. Esse mecanismo foi
quantificado pela primeira vez por Gay-Lussac, onde 100 kg de glicose rendem 51,1 kg de
etanol e 48,9 kg de diéxido de carbono. O rendimento tedrico de 51,1% em massa é
conhecido como coeficiente de Gay-Lussac e é o dado basico na eficiéncia de conversao
(JACKMAN, 1991). A reacdo é apresentada na Equacéo 2.

CeH1206+ 2Pi + 2ADP — 2C;HsOH + 2 ATP +2C0, + 2 H,0  (AG°=-57kcal)  (2)

A levedura mais comumente utilizada para fermentacdo do etanol é a Saccharomyces
cerevisiae, também chamada levedura de panificacdo. Esta levedura fermenta apenas hexoses,
isto é, glicose, manose e, em determinadas condi¢cfes, a galactose, mas ndo € capaz de
fermentar pentoses, caso da xilose e arabinose, que sdo os principais constituintes da maioria
das hemiceluloses (GALBE; ZACCHI, 2010).
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A fermentacdo de hidrolisados lignocelulésicos a etanol requer a presenca de
microrganismos que fermentem tanto as hexoses quanto pentoses, na presenca de compostos
inibitérios, incluindo acidos fracos, furaldeidos e fendis (MARGEOT et al., 2009).

Dentre as principais espécies que fermentam xilose, pode-se citar Pachysolen
tannophilus (CHENG et al., 2008), Kluyveromyces marxianus (MARGARITIS; BAJPAI,
1982), Pichia stipitis (AGBOGBO et al., 2006), Candida guilliermondii (FELIPE et al.,
1995), Candida shehatae (CHANDEL et al., 2007), Candida blankii, Candida tenuis,
Brettanomyces naardenensis, Pichia segobiensis, Kluyveromyces cellobivorus, Debaryomyces

nepalensis, Debaryomyces polimorpha e Schizosaccharomyces pombe (WALKER, 1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios e analises realizados neste trabalho foram efetuados no Laboratério de
Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA) e no Laboratério de Ensino em Engenharia
Quimica (LEEQ), ambos na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), bem como em
parceria com o Laboratorio de Engenharia Bioquimica na Universidade Federal de Séo Carlos
(UFSCar).

4.1 Matéria-prima

A fibra da casca do coco utilizada neste trabalho foi obtida de vendedores de agua de
coco na propria Universidade Federal de Alagoas, os quais descartam este residuo apos a
coleta da &gua.

As cascas de coco foram dilaceradas, manualmente, em tamanhos menores,
sanitizadas em hipoclorito de sédio 100 ppm por 15 min e submetidas a secagem (50°C) até
peso constante. Em seguida, foram trituradas em forrageira elétrica e, posteriormente, em

liquidificador, sendo separadas em po e fibra apds passagem por peneira.

4.2 Microrganismo
No processo fermentativo foram utilizadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae
comercial (fermento Fermix), vendida na forma de fermento em pd seco e a Pichia

stipitis NRL Y-7124, gentilmente cedida pela Embrapa Agroenergia.

4.3 Caracterizacdo da fibra da casca do coco verde in natura e pré-tratada

A fibra da casca do coco in natura foi caracterizada de acordo com procedimento
descrito por Gouveia et al. (2009). O objetivo deste procedimento foi obter a composigdo
quimica da fibra da casca do coco verde quanto aos teores de celulose, hemiceulose e lignina.
Todas as amostras (in natura e pré-tratada) foram caracterizadas realizando-se uma hidrélise

acida. Antes da caracterizacdo, determinou-se a quantidade de extrativos.

4.3.1 Extrativos

Em um sistema de extracdo Soxhlet (Diogolab) foi colocado um cartucho com 4 g
(massa seca) de fibra da casca de coco verde (in natura). Adicionou-se, em um baldo de fundo
redondo, 190 mL de etanol 95%. Ajustou-se a manta para fornecer um ciclo minimo de 6

sifdes por hora. Refluxou-se por 12 horas. O liquido contendo os extrativos foi colocado em
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rotaevaporador até se obter um liquido viscoso. Retirou-se este liquido utilizando um pouco
de etanol. Colocou-o em uma placa de Petri previamente tarada e deixou-a na capela ligada
até se obter massa constante. Finalizado este procedimento, a massa de extrativos da fibra

casca do coco verde in natura foi obtida.

4.3.2 Hidrélise com acido sulfarico (H,SO,)

Amostras de 1g de fibra da casca do coco verde, devidamente moida em liquidificador
industrial, foram transferidas para béqueres de 100 mL, as quais sofreram tratamento com 10
mL de H,SO, & 72% (v/v), sob vigorosa agitagdo, em um banho termostatizado (Nova Etica) a
45°C por 8 min. As amostras, transferidas para Erlenmeyers de 500 mL, com inser¢éo de 275
mL de &gua destilada, foram autoclavadas por 30 min a 120°C. Apés a descompressdo da
autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente, sendo a fragdo
solida separada da fragdo liquida por filtracdo em papel de filtro qualitativo. A fracdo liquida
foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente
completado com agua destilada. A solucdo foi armazenada para andlises posteriores de

carboidratos, acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e lignina solvel.

4.3.3 Determinagdo da lignina insoltvel na fracdo liquida

O material retido no papel de filtro foi lavado com 1500 mL de &gua destilada,
transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100°C até massa constante. A
percentagem de lignina insolvel foi calculada em relacdo & massa de amostra seca conforme
a Equagdo 3.

Mg

%Ly = M-AMCxloo ?3)

onde: Lg;: Lignina Klason insolGvel
My: massa de lignina insollvel seca
Mc: massa de cinzas

Ma: massa da amostra seca

4.3.4 Determinagdo de lignina soltvel na fragdo liquida
A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm

em espectrofotdbmetro. O célculo da lignina soluvel foi determinado conforme a Equacéo 4.
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Cig = 4,87.107% (Ar — Apy) — 3,279.107* (4)

onde: Ciig: concentracdo de lignina soluvel, em g/L
Ar: absorbancia (280 nm) da solugéo de lignina junto com os produtos de degradagéo
Apd = Cig1 + Cpep = absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos
acUcares (furfural e HMF), cujas concentrac@es c; e ¢, foram determinadas previamente por
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e as absortividades, & e &, valem,

respectivamente, 146,85 e 114,00 L/g.cm

4.3.5 Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural na
fracdo liquida
Para a construgdo das curvas de calibracdo dos carboidratos, foram injetadas no
cromatografo liquido solugdes contendo celobiose, glicose, xilose e arabinose. A construcdo
das curvas de calibracdo dos &cidos organicos foi realizada através da inje¢do de solucdes
contendo &cido acético e &cido formico.
As andlises foram realizadas em cromatografo Shimadzu sob as seguintes condigdes:
= Coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad)
»  Fase movel: H,SO, 0,005 mol/ L
= Vazdo de 0,6 mL/min

= Temperatura do forno: 45 °C

4.3.6 Determinacéo de hidroximetilfurfural e de furfural
Para determinar as concentragbes de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural foram

realizadas analises cromatograficas (CLAE) em cromatégrafo Shimadzu. Construiram-se
curvas de calibracdo de furfural e hidroximetilfurfural injetando solugdes padrdes destes dois
compostos. As amostras dos hidrolisados foram filtradas em membrana de 0,45 pm e
analisadas (Gouveia et al., 2009). As condi¢des experimentais foram:

= Coluna C-18 (Waters, 3,9 x 300 mm)

» Fase mdvel solucdo de acetonitrila/agua 1:8 com 1% de solucdo de &cido

acético

= Vazdo de 0,8 mL/min

= Temperatura do forno: 25°C

= Detector UV/VIS (SPD-10A) a 274 nm
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4.3.7 Cinzas

Apos a determinagdo da lignina insoltvel em meio acido, a mesma, juntamente com o
papel de filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado. A amostra
foi calcinada lentamente até 300°C e mais 2 h a 800°C, em uma mufla. Para determinacdo das
cinzas totais foi coletado 2 g da fibra da casca do coco verde para ser incinerado com o

mesmo procedimento anterior. O teor de cinzas foi encontrado a partir da Equagéo 5.

Cinzas(%) = Massa final 100 (5)

Massa inicial’

4.4 Metodologias analiticas
4.4.1 Umidade

A umidade da fibra da casca de coco verde foi determinada de acordo com o método
de aquecimento direto. Este método se baseia na quantificagdo de massa, devido a perda de
agua por evaporacéo, que é determinado por secagem direta em estufa a 105°C.

O procedimento foi realizado colocando-se na estufa a 105°C, por no minimo 1 hora,
uma cépsula de porcelana ou de metal previamente identificada. Transferiu-se para o
dessecador por no minimo 15 minutos e pesou-se em balanca analitica. Coletaram-se 2 g de
amostra neste recipiente previamente tarado e se transferiu para a estufa a 105°C por 3 horas.
Apos este periodo, o material foi resfriado em dessecador por 15 minutos e pesado. Estas
operacdes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até peso constante da amostra. O

percentual de umidade foi obtido através da Equagéo 6.

Umidade (%) — Massa Umida—Massa secal 100 (6)

Massalimida

4.4.2 Acidez

O método se baseou na titulagdo de neutralizacdo de &cidos com solucéo padronizada
de alcali (solugdo de NaOH 0,1 N) e com o uso de indicador fenolftaleina. A amostra foi
preparada com a mistura de 2 g de fibra em 50 mL de 4gua destilada, deixando-a sob agitacdo
por 30 min, seguida de decantacdo por 10 min. A parte liquida foi retirada e titulada com
solucdo de NaOH 0,1 N, adicionando-se a solugdo 2 a 3 gotas de fenolftaleina. O resultado foi

obtido pela Equacdo 7.

Acidez(mL/100 g) = W (7)
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onde:
V = volume gasto na titulagdo da solug¢éo de NaOH, em mL
N = normalidade da solugdo de NaOH
f = fator de correcéo da solucdo de NaOH
M = massa tomada de amostra, em ¢
4.4.3 pH

Para medicédo de pH foi utilizado pHmetro de bancada digital PHTER PHS-3B, com

controle de temperatura e previamente ajustado nas solugdes padrdo pH 4,0 e pH 7,0.

4.4.4 Sélidos solaveis totais (°Brix)
A determinacdo dos sélidos sollveis totais (°Brix) foi feita através de refratbmetro
digital portatil, marca HANNA HI 96801, com compensacdo automética de temperatura e

faixa de medicédo de 0 a 85°Brix.

4.4.5 Acucares redutores (AR) e aclcares redutores totais (ART)

As anélises de AR e ART foram obtidas por espectrofotometria, através do método do
acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), proposto por Miller (1959).

A determinacdo de agucares redutores pelo método do DNS se baseia na redugéo, em
meio alcalino, do &acido 3,5-dinitrossalicilico (coloracdo amarela). O produto formado é
estavel, com coloracdo laranja-avermelhado (3-amino-5-nitrossalicilico) na propor¢do
estequiométrica e maxima absorcdo da luz visivel no comprimento de onda de 540 nm
(RODRIGUES e SANTOS, 2011). Neste método ocorre a seguinte reacdo de oxidacao

ilustrada na Figura 16.

Figura 16:Reacdo de reducdo do acido dinitrossalicilico pelo aglcar redutor em meio alcalino a &cido 3-amino-
5-nitrossalicilico formando 4cido ald6nico.

0N OO

CHO COOH
_;\' OH ) P OH |
9) C ™ N S
<N N Ry - W o
4 - ] M.‘l_-.
X A= agicar o o Acida
Acido 3 5-dinitrossalicilico redutor genérico Acido 3-amimoe-3- ukddnico

nitrossalicilico

Fonte: Silva et al., 2003
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Para determinagdo da concentracdo de agUcares redutores (AR) foi preparada uma
solucdo contendo 0,5 g de fibra de coco com 20 mL de &gua destilada. Ap6s 20 minutos de
agitacéo, ocorre a separacdo da fracdo liquida e sélida. Do liquido, coleta-se 0,25 mL para
obtencdo da leitura espectrofotométrica, através do método do DNS. O célculo do AR foi

realizado de acordo com a Equacéo 8.

AR (9/100 g) — Absorbancia x fator da curva 100 (8)

Concentragio da amostra

Na determinacdo dos agUcares redutores totais (ART) foi coletado 1 mL da mesma
solucdo utilizada para obter o AR (0,5 g de fibra + 20 mL de &gua destilada), sendo esta
amostra hidrolisada com 5mL de H,SO, (1,5 M) e neutralizada posteriormente, com NaOH
(26%). Em seguida, ocorre a filtracdo e completa-se o volume para 20 mL. Coleta-se, entdo,
0,25 mL e se faz o procedimento para obtengdo do ART idéntico ao do AR, com a diferenga

da inclusdo do fator de diluicdo nos calculos, como mostra a Equacédo 9.

ART(g/lOO g) — Absorbancia x fator da curva x diluigdo 100

Concentragio da amostra
©9)

4.5 Pré-tratamento da fibra da casca do coco verde

Dos diversos tipos de pré-tratamentos de eficacia comprovada na literatura em outros
materiais lignoceluldsicos, dentre eles o bagago de cana-de-acUcar, este trabalho estudou dois
tipos de pré-tratamento quimico, o cido e o alcalino, utilizando &gua, acido sulfurico (H,SO,)
e hidroxido de sodio (NaOH) como reagentes.

Para cada reagente quimico foi elaborado um planejamento experimental 2%, com trés
repeticdes no ponto central. Os ensaios foram realizados em autoclave a 121°C e 1 atm,

variando concentragdo do reagente e o tempo de reacdo, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Faixa de valores estudados no planejamento 2 do pré-tratamento com &cido e alcalino.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Concentragdo (%) 0 5 10
Tempo (min) 20 40 60

Fonte: Autor, 2014
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No processo de pre-tratamento, aproximadamente 5 g de amostra de fibra da casca do
coco verde foram misturadas a 100 mL de solucdo (&gua, &cido sulfurico ou hidroxido de
sodio), em frascos Erlenmeyers de 500 mL (Figura 17), e autoclavadas a 121°C e 1 atm, de
acordo com as condicBes do planejamento experimental apresentado na Tabela 3. Os
resultados obtidos foram apresentados através da média aritmética e desvio padrao

provenientes de trés repeticGes de cada ensaio do planejamento experimental.

Figura 17: Amostras de fibra da casca do coco submetidas aos pré-tratamentos acido e alcalino.

Fonte: Acervo do autor, 2014

Apos o periodo de reacdo e despressurizagao da autoclave, ocorreu a separagao das
fragdes liquida e solida por filtragdo. Do liquido, foram analisadas a quantidade de aglcares
liberados, medido em ART (agUcares redutores totais) e o teste de capacidade fermentativa. A
parte sélida foi lavada com &gua destilada a temperatura ambiente até que o liquido residual
chegasse a pH neutro, sendo o residuo, entdo, colocado para secagem em estufa a 50°C até
massa constante. Este material sera processado na hidrdlise enzimatica para quebra da
celulose e, consequentemente, produzir monémeros de glicose, 0s quais serdo fermentados. A
Figura 18 mostra o fluxograma das etapas que englobam este trabalho.

Ao final de cada ensaio de pré-tratamento foi calculado o rendimento massico, a partir
Equacdo 10.

Rendimento massico (%) = T:lfﬂ x 100 (10)
inicial
onde:

Minicia=massa inicial seca submetida ao pré-tratamento (g)

Mrina= Massa final secaapds lavagem até a neutralidade(g).
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Figura 18:Fluxograma do processo de aproveitamento da fibra da casca do coco verde para produgédo de etanol
2G.

Fibra da casca do coco

\l/ l Caracterizagdo

| Pré-Tratamento em autoclave a 120°C |

| Filtracéo |

\1/—| Caracterizagéo

Sélido

\/

Teste de
fermentacédo

Andlise (ART)

Hidrélise

Fermentagéo

i

Etanol 2G

Fonte: Autor, 2014

4.6 Destoxificacdo

Com o propdsito de reduzir a concentragdo de substancias toxicas no processo
fermentativo, empregou-se o procedimento de destoxificacdo da fracdo liquida resultante do
pré-tratamento.

A destoxificacdo foi elaborada de acordo como descrito por Marton (2002) e citado
por Fugita (2010). Nesta etapa, realizada em incubadora tipo Shaker, utilizou-se carvéo ativo
1% (p/v) como agente adsorvente, durante 30 minutos e 50°C. Apds este periodo, as amostras
foram centrifugadas para separagéo do sobrenadante do precipitado.

Segundo Fugita (2010), para o sucesso do processo de destoxificacdo, € necessario o
ajuste do pH do hidrolisado. Entdo, as amostras provenientes dos pré-tratamentos
hidrotérmico e alcalino tiveram seu pH ajustado para 4,0, adicionando &cido fosforico
(HsPO,4), enquanto que as do pré-tratamento &cido foram ajustadas para pH 7,0, pela adi¢éo

de cal virgem (CaO), sequida de decaimento até pH 4,0, utilizando &cido fosfdrico (HzPO,).

4.7 Capacidade fermentativa da fracéo liquida do pré-tratamento

Para estimar a capacidade fermentativa, o liquido resultante da destoxificacdo de cada
ensaio de pré-tratamento foi submetido ao teste de metabolizagdo dos carboidratos,
principalmente xilose e glicose, pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia

stipitis NRL Y-7124, em tubos de ensaio contendo tubos de Durhan invertidos.
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O procedimento fermentativo se iniciou com a suplementacdo do hidrolisado por
sulfato de amdnio (0,1 g/L) e fosfato de potéssio (0,1 g/L). As leveduras foram suspensas em
agua destilada estéril de forma a se obter uma absorbancia de 0,626 em 540 nm, o que
representa concentracdo de células na ordem de 105cél/mL. Em cada tubo de ensaio, o
material inoculado foi composto de 4,5 mL da amostra hidrolisada, 1 mL da solugdo de
suplementagdo e 0,1 mL da solucdo de fermento. Para cada amostra, foram realizados dois
ensaios de fermentagdo, um com a levedura Saccharomyces cerevisiae e outro com a Pichia
stipitis NRL Y-7124.

4.8 Hidrolise enzimética

O processo de hidrdlise enzimatica foi realizado com a fracdo sélida do material pré-
tratado de todos os ensaios descritos no planejamento experimental. Os ensaios ocorreram em
incubadora Shaker, & 50°C e 150 rpm por 72h, utilizando para tal a enzima comercial
Accellerase 1500, com 1 % de carga de sdlidos (1 g de fibra de coco pré-tratada/100 mL de
solucdo). A solucdo para hidrolise foi composta por 60 mL de tampdo citrato a 50 mM e pH
de 4,8, com 38 mL de &gua destilada e 2 mL da enzima.

Finalizada a hidrolise, foi promovida a separacdo das fracBes sélida e liquida, por
filtracdo simples. Da parte liquida, foi coletada uma amostra para determinacdo da
concentracdo de acUcares, medida em ART (secdo 4.4.5), e direcionada para Ultima etapa do
trabalho, a fermentac8o etandlica. A fragdo sélida remanescente foi descartada.

A avaliacdo da hidrdlise foi obtida através do célculo da conversdo enzimética
(Equacdo 11), a qual expressa o percentual de monossacarideos formados em relagdo a

concentracdo do material s6lido hidrolisado.

ARTHidrolisado (9/L)
Ciniciar (9/L) 100 )

Conversdo enzimatica (%) =

onde Cinicial € @ concentracdo de solidos na hidrdlise (10 g/L).

A partir da conversdo enzimatica e do rendimento massico, foi obtido o rendimento
global dos processos de pré-tratamento e hidrolise enzimética (Equacéo 12), o qual exprime a
quantidade de agucares formados no processo de hidrolise em relagdo a quantidade de fibra de

coco verde in natura utilizada no pré-tratamento.
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g ART ) _ (Conversao enzimética)x(Rendimento massico) (12)

Rendimento global ( = 100

100 g fibra in natura

4.9 Fermentacéo do hidrolisado
O liquido resultante da hidrélise enzimatica, rico em mondmeros de glicose, sofreu o

processo de fermentacéo etandlica por agéo das leveduras Saccharomyces cerevisiae.

4.9.1 Preparo do indculo
O indculo foi preparado utilizando o meio de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose),
com a seguinte composigao:
= 10 g/L de extrato de levedura
= 20 g/L de glicose
= 20g/L de peptona bacterioldgica
Para a multiplicacdo da levedura foram preparados 100 mL da solucdo YPD (pH
corrigido para 5,0), com introdugéo de 1 g de fermento, proporcionando uma concentracdo de
indculo de 10 g/L. O crescimento celular aconteceu em incubadora Shaker durante 18 horas, a
30°C e 100 rpm. Finalizado este periodo, o meio foi dividido em partes iguais: a primeira foi
armazenada para obtencdo da concentracdo celular, enquanto a outra parte foi centrifugada.
Para garantir auséncia de residuos da solu¢do YPD, o fermento foi ressuspenso com NaCl a

0,85% e centrifugado novamente. A massa obtida foi utilizada para inoculagdo do hidrolisado.

4.9.2 Ensaio de fermentacdo etandlica

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL foi adicionada uma aliquota de 45 mL de
hidrolisado com 5 mL de suplemento nutricional (solugdo de sulfato de amonio e fosfato de
potdssio a 1 g/L) e esterilizada a 110°C durante 15 minutos. Apés resfriamento até
temperatura ambiente, foi adicionado o indculo, obtido de acordo com a se¢&o anterior.

O processo fermentativo ocorreu em incubadora Shaker sob temperatura de 30°C e
agitacdo de 100 rpm, onde a finalizagdo do ensaio foi determinada através do
acompanhamento periddico (a cada 1 hora) do consumo de aclcares, medido em solidos
sollveis totais (°Brix) e da concentracdo celular (X). O brix foi determinado através de
refratbmetro digital, enquanto que para a concentragdo celular foi realizada leitura de
absorbéncia e posterior conversdo em concentragdo celular (g/L), através da construgdo de
uma curva padrdo de massa seca, a qual relaciona a concentracéo de células, em g/L, com a

leitura espectrofotométrica (absorbéancia) de variadas dilui¢des do material fermentado..
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A concentracdo de etanol, apds finalizacdo da fermentacdo, foi determinada pelo
metodo espectrofotométrico (MIGLIARI, 2001 citado por SALIK; POVH, 1993), o qual se
baseia na oxidagdo do etanol a &cido acético, através da reacdo com dicromato de potassio em
meio &cido. A quantificacdo do etanol foi feita através da compara¢do com uma curva padréo

construida com concentracdes conhecidas de etanol.

4.10 Parametros da fermentacéo
A partir do acompanhamento cinético do processo fermentativo, foi possivel obter os
parametros a seguir.

e Fator de conversdo de substrato em etanol (g de etanol /g de substrato):

AE

Yess = s (13)

e Produtividade em etanol (g de etanol/L.h):

AE
P = " (14)

o Fator de conversdo células em etanol (g de etanol /g de células):

AE

Ye/x = AX (15)

e Produtividade em células (g de células/L.h):

AX

o Fator de conversdo substrato em células (g de células/g de substrato):

AX
Yers = 55 (17)
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A partir da equacdo de Gay-Lussac (Equacdo 2), pode-se afirmar que para cada 1 g de
glicose é obtido no méximo 0,511 g de etanol. Logo, o rendimento em etanol foi calculado da

seguinte forma:

n(%) = 325x100 (18)

4.11 Estudo da potenciabilidade da produgéo de etanol

A partir de dados mostrados na literatura e resultados obtidos, foi quantificado o etanol
capaz de ser produzido a partir dos parametros estabelecidos neste trabalho, bem como
estimar a viabilidade da fibra da casca do coco verde.

A quantidade de massa de ART (marr) € obtida através das Equacdo 19, a qual
relaciona a quantidade de massa de fibra in natura (mg) e o rendimento global de hidrdlise

(Rw). J& a massa de etanol é calculada pela Equagdo 20, onde 7 é o rendimento fermentativo.
Mypr = Mg Ry (19)
Metanol = MMART-1- 0, o11 (20)

Considerando a densidade do etanol hidratado, a 25°C, de 0,789 g/mL, o volume de

etanol é encontrado de acordo com a Equacéo 21.

_ METANOL
Ve —

tanol — 0,789 (21)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo quimica da fibra da casca do coco verde
A principio, foram determinadas algumas propriedades fisico-quimicas encontradas no

material de estudo, como mostrada na Tabela 4.

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas encontradas na fibra da casca do coco verde in natura.

pH Umidade (%) Acidez (/100 mL)  °Brix AR(g/100 g) ART (g/100 g)

42+04 3,8+0,2 6,3+0,8 17+14 8,1+1,74 14,2+ 2,02

Fonte: Autor, 2014

Algumas caracteristicas importantes puderam ser observadas, como o baixo teor de
umidade, o qual proporciona menos contamina¢cBes microbioldgicas, e a quantidade
significativas de acUcares, medidas em AR e ART, para a biomassa in natura.

Para obtencdo da caracterizagdo quimica completa, foram realizadas anélises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando a metodologia descrita por
Golveia et al. (2009). Tais procedimentos foram efetivados em parceria com a Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCAR). Para determinar os teores de celulose e hemicelulose das

amostras foram utilizados fatores de conversao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Fatores de conversdo para celulose e hemicelulose.

Componente Fator de conversao
Glicose 0,90
Celobiose 0,95
Celulose
HMF 1,20
Acido Férmico 3,90
Xilose 0,88
Arabinose 0,95
Hemicelulose ;
Acido Acético 0,72
Furfural 1,37

Fonte: Golveia et al., 2009.

A Tabela 6 apresenta os valores médios dos constituintes da fibra da casca do coco
verde in natura convertidos em celulose e hemicelulose, bem como valores de lignina total,

cinzas e extrativos. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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Tabela 6: Composicdo quimica da fibra da casca do coco verde.

Componente Valor médio (%)
Celulose 24,70
Hemicelulose 12,26
Lignina 40,10
Cinzas 2,56
Total 82,25

Fonte: Autor, 2014.

De acordo com a Tabela 6, a quantidade de lignina na composicéo da fibra da casca do
coco foi bastante elevada, com valor médio de 40,10%. Isto explica o alto grau de
durabilidade e resisténcia deste material. Em comparagdo a outros materiais lignoceluldsicos,
esta biomassa apresenta quantidade de celulose representativa (24,70%), o que Ihe oferece
boas condigdes para sua utilizagdo na producéo de etanol de segunda geragdo. O bagaco de
cana-de-agUcar, que hoje é o residuo agroindustrial de maior estudo nesta area, apresenta
46,8% de celulose, 27,5% de hemicelulose e 26,2% de lignina na sua composi¢do (CANILHA
et al., 2007). Segundo Georges (2011), a palha da cana-de-aglcar possui cerca de 30%
celulose, mostrando grande potencial para o aproveitamento energético e industrial. Para o
milho, Santos (2014) obteve para o sabugo e a palha, 354% e 36,7% de celulose,

respectivamente.

5.2 Pré-tratamento quimico

A avaliacdo do pré-tratamento foi baseada na quantidade de agUcares liberados na
fracdo liquida, medida em ART (g ART/100 g de fibra sem tratar), no rendimento méssico e
na caracterizagdo quimica da fracdo solida. Para cada reagente foi realizado um planejamento
experimental 22 com triplicata no ponto central (Tabelas 7 e 8), com o objetivo de identificar
as melhores condi¢des quando ha variagéo na concentracéo de reagente e no tempo de reacéo.

De acordo com as Tabelas 7 e 8, observa-se que as condigdes que apresentaram maior
quantidade de agUcares produzidos na fragdo liquida, tanto para o pré-tratamento acido como
o alcalino, foram as do ponto central, ou seja, 5% (p/v) do agente quimico, durante o periodo
de reacdo de 40 minutos, obtendo concentragdes médias, respectivamente, de 34,67 e 44,72
9/100 g de fibra in natura.

Com relagéo aos resultados dos rendimentos méssicos, nota-se que a maior perda de

massa aconteceu no pré-tratamento alcalino, alcangando valores superiores a 75%, 0s quais
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apresentam valores superiores aos encontrados por Nascimento (2011), que obteve 60% de
perda de massa, para 0 bagaco de cana-de-agucar, utilizando 4% de concentragdo de NaOH. A

Figura 19 compara os valores médios da perda de massa para 0s pré-tratamentos acido e

alcalino.

Tabela 7: Resultados do planejamento experimental para o pré-tratamento acido.

Ensaio Concentragdo H,SO,4 (%) Tempo (min)  ART (g/100 g) rl;\’g;gicn;i%c))
1 0 20 28,39+1,34 62,20 + 3,20
2 10 20 25,80+ 1,86 49,63+ 1,86
3 0 60 26,35+ 0,38 62,79+2,84
4 10 60 23,88+ 2,55 49,75 + 2,34
5 5 40 33,40+ 1,05 50,35+ 2,10
6 5 40 36,32+ 3,29 49,65 + 2,46
7 5 40 34,29+1,71 50,15+ 3,40

Fonte: Autor, 2014

Tabela 8: Resultados do planejamento experimental para o pré-tratamento alcalino.

Ensaio  Concentracdo NaOH (%) Tempo (min)  ART (g/100 g) Eggggi%?
1 0 20 28,39+1,34 62,20 + 3,20
2 10 20 36,08 + 3,61 28,29 +2,90
3 0 60 26,35+ 0,38 62,79+2,84
4 10 60 32,44+ 4,64 27,38 +1,50
5 5 40 45,10+ 1,56 24,79 £1,70
6 40 45,86 + 4,87 25,69+ 2,56
7 5 40 43,21+ 4,17 26,48 +2,24

Fonte; Autor, 2014

Figura 19: Valores médios da perda de massa dos pré-tratamentos acido e alcalino.
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52

A caracterizagdo da biomassa pré-tratada em meio &cido e alcalino (ambas na
condicdo 5% de reagente e 40 min) é mostrada pela Tabela 9. Nela se observa a nova
composicdo da massa lignoceluldsica ap6s acdo do reagente quimico. Na Figura 20 €
apresentado o percentual de degradagéo dos principais componentes (celulose, hemicelulose e

lignina) da biomassa, apds o pré-tratamento.

Tabela 9: Composicdo quimica da fibra da casca do coco verde in natura e ap6s pré-tratamento.

Componente In natura Pré-tratamento acido  Pré-tratamento alcalino
Celulose (%) 24,70 38,09 55,17
Hemicelulose (%) 12,26 1,46 7,80
Lignina (%) 40,10 57,70 29,091
Cinzas (%) 2,56 2,12 0,89
Total 82,25 99,37 93,77

Fonte: Autor, 2014.

Figura 20: Remocéo dos componentes quimicos da fibra da casca do coco verde ap06s pré-tratamento.
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Fonte: Autor, 2014.

Como citado por Baudel (2006), o principal efeito do pré-tratamento alcalino consiste
na remocao da lignina da biomassa, promovendo maior reatividade da fibra, o que pode ser
comprovado pela Tabela 9.

No pré-tratamento alcalino ocorreu grande diminuicdo da composicdo de lignina,
reduzindo da propor¢cdo de 40,10% no material in natura para 29,91% no pré-tratado,
proporcionando o aumento na fracdo de celulose de 24,70 para 55,17%. Ja com relacdo a
hemicelulose, houve reducdo de 12,26% para 7,80%. Nascimento (2011), trabalhando com

bagaco de cana-de-aglcar, conseguiu, na condicdo de 7% NaOH e 30 minutos na
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deslignificagdo, reduzir a concentragdo de lignina para 5% na biomassa e obter teor de
celulose em torno de 38%, garantindo um alto contetido acessivel de celulose para degradacéo
enzimética.

O pré-tratamento acido, com maiores rendimentos massicos, tem nesta biomassa nao
apenas celulose (38,09%) em grande quantidade, como é o caso da biomassa pré-tratada com
reagente alcalino, mas também significativo percentual de lignina (57,70%), que pode vir a
interferir no processo de hidrolise enzimatica. Uma vantagem do pré-tratamento acido € a
solubilizacdo da hemicelulose, que restou apenas 1,46% na composi¢do do material pre-
tratado. Entretanto, existe o risco de formagéo de produtos volateis de degradacéo do carbono
e estes, em muitos casos, diminuem a conversdo a etanol (PALMQVIST e HAHNI, 2000).

O percentual de degradacdo é obtido realizando um balanco de massa dos materiais
antes e depois do pré-tratamento. E possivel visualizar que a degradacio da celulose foi mais
acentuada no pré-tratamento alcalino, apresentando quase o dobro de perda em relacdo ao pré-
tratamento &cido. Apesar da significativa perda, a biomassa tratada com NaOH apresenta uma
solubilizacdo de lignina em torno de 80%, ao contrario do tratamento em meio &cido, que
solubilizou apenas 28%. Como ja esperado, a solubilizagdo da hemicelulose em meio &cido
foi mais efetiva do que em meio bésico, apresentando valores de 94 e 80% de degradagéo,
respectivamente.

Santos (2014) obteve para a palha do milho remocéo de 25,1% no teor de celulose,
70,66% de hemicelulose e 39,34% de lignina. Ja para o sabugo do milho, houve degradagéo
de 36,6% de celulose e solubilizagdo de 67,8% e 28,6% de hemicelulose e lignina,
respectivamente.

Cémara e Moraes (2012), utilizando peroxido de hidrogénio alcalino para o pré-
tratamento do bagaco de cana-de-agucar, conseguiram remover 51,58%, 30,75% e 17,9% da
lignina, hemicelulose e celulose presentes inicialmente, respectivamente, apresentando teores
finais de 16,87% de lignina, 28,5% de hemicelulose e 48,9% de celulose.

A andlise conjunta das Figuras 19 e 20, juntamente com a Tabela 9, permite afirmar
que, mesmo com baixo rendimento méssico e maior degradacéo da cadeia celuldsica, o pre-
tratamento alcalino apresentou melhores resultados do que o &cido, principalmente pela
elevada concentracdo de celulose na massa pré-tratada e alta solubilizacdo de lignina. No
entanto, antes de se excluir esta técnica como melhor forma de tratamento das fibras de coco,
foram necessérios estudos de hidrolise enziméatica da biomassa pré-tratada, apresentadas na

secdo 5.4.
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A anélise estatistica dos planejamentos fatoriais apresenta, nas Figuras 21 e 22, os
graficos de Pareto e as superficies de resposta dos modelos que melhor se ajustaram aos
resultados obtidos.

Figura 21: Graficos de Pareto para os pré-tratamentos acido e alcalino.
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Fonte: Autor, 2014.

Para ambos pré-tratamentos, a variavel significativa foi a concentracdo do reagente,
em um efeito negativo e quadratico. Para o tratamento alcalino, o efeito linear e positivo da
concentracdo também apresentou significancia ao nivel de 95% de confiabilidade. O tempo e
a interacdo das varidveis analisadas ndo influenciaram significativamente o processo de

sacarificacdo nos pré-tratamentos acido e alcalino.

Figura 22:Perfil das superficies dos pré-tratamentos acido e alcalino.
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Fonte: Autor, 2014.
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Nas superficies obtidas, percebe-se que a maior liberacdo de aglcares ocorreu na
concentragdo média analisada, independentemente do tempo de pré-tratamento a 121°C. Os
valores extremos de concentragcdo e tempo, dentro da faixa estudada, influenciaram
negativamente a liberacdo dos acucares.

Os coeficientes de regressdo e correlagdo, bem como os erros padrdo dos
planejamentos experimentais, considerando-se 5% de significancia, séo mostrados na Tabela
10.

Tabela 10: Coeficientes de regressao e erros padrao do planejamento fatorial.

Tratamento Variaveis Efeito R? Erro padréo t(2) p-valor
Média * 29,41000 2,366379 12,42827  0,006412

Conc. (%) (L) *  3,16100 0,566615 557875  0,030661

% Conc. (%) (Q) * -0,34260  0,96813 0,045723 -7,49298  0,017349
e T (min) (L) -0,05100 0,052914 -0,96383  0,436825
Conc. xT 0,00030 0,007483 0,04009  0,971663

Média * 29,41000 2,150988 13,6728  0,005307

o Conc. (%) (L) *  6,41100 0,515041 12,4476  0,006392
'C—EG Conc. (%) (Q) * -0,55620  0,99054 0,041561 -13,3827  0,005537
c T (min) (L) -0,05100 0,048098 -1,0603  0,400114
Conc. xT -0,00400 0,006802 -0,5881  0,616050

* fatores estatisticamente significativos (95% confianca)
Fonte: Autor, 2014.

Os resultados mostram bom ajuste do modelo, com correlagdes proximas a 1, e a
influéncia significativa de alguma variavel ndo avaliada neste estudo e da concentracdo do
reagente.

Os modelos de segunda ordem que descrevem o0 comportamento do processo de
sacarificacdo nos pré-tratamentos &cido e alcalino sdo apresentados nas Equagdes 22 e 23,

respectivamente.

ART4i40(g/100 g) = 29,410 + 3,161. Conc — 0,343. Conc? (22)

ART1ca1in0 (97100 g) = 29,410 + 6,411. Conc — 0,556. Conc? (23)
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5.3 Capacidade fermentativa da fracéo liquida do pré-tratamento

O teste de capacidade fermentativa foi avaliado através da formacéao de gas no interior
dos tubos de Durhan, por 10 dias. Apds este periodo, ficou evidenciado éxito na fermentacao
nos experimentos pré-tratados com 0 e 5% de &cido sulfurico (Figuras 23 e 24), ambos
inoculados com a levedura Pichia stipitis NRL Y-7124, levedura capaz de fermentar pentoses

(xilose) e hexoses (glicose).

Figura 23: Teste de metabolizacdo dos carboidratos da fragdo liquida pré-tratada, usando apenas a4gua como
reagente, com utilizacdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae (SAC) e Pichia stipitis NRL Y-7124(PIC).

Fonte: Acervo do autor, 2014

Os ensaios de fermentacdo mostraram que a levedura Saccharomyces cerevisiae ndo
conseguiu metabolizar nenhuma das amostras, evidenciado a forte presenca de pentoses,

inibidores e baixa concentracao de glicose na fracdo liquida pré-tratada.

Figura 24:Teste de metabolizacdo dos carboidratos da fragdo liquida pré-tratada, usando solucéo de 5% de acido

sulfarico, com utilizagdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae (SAC) e Pichia stipitis NRL Y-7124 (PIC).

-

Fonte: Acervo do autor, 2014
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Tais resultados sugerem a presenca da celulose ligada a biomassa pré-tratada, sendo,
por isto, fundamental os estudos de hidrolise para avaliar qual o pré-tratamento mais efetivo

para a producéo de etanol 2G a partir da fibra de coco.

5.4 Hidrolise Enzimatica
Os resultados obtidos no processo de hidrolise enziméatica da fragdo solida sdo
apresentados através das Tabelas 11 e 12, as quais fornecem a concentracdo de agucares, a

conversdo enzimética e o rendimento global de hidrélise (Ru).

Tabela 11: Resultados da hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada com reagente acido.

Ccl)_rllcseon:{;;;l ° Tempo (min) ART (g/L) en;z]é\xlt?:;za(?) %) Ry (9/100 g in natura)
0 20 2,29+ 0,12 22,93+ 1,20 14,35+ 0,76
10 20 2,27+ 0,30 23,73+ 3,00 11,28+ 1,53
0 60 2,25+ 0,08 23,54+ 0,80 14,15+ 0,56
10 60 2,56+ 0,47 25,64+ 4,70 12,76+ 2,37
5 40 2,33+ 0,17 23,31+ 1,70 11,74+ 0,88
5 40 2,31+ 0,16 23,12+ 1,60 11,48+ 0,84
5 40 2,73+ 0,17 27,39+ 1,70 13,74+ 0,88

Fonte: Autor, 2014.

Tabela 12: Resultados da hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada com reagente alcalino.

e T ARTOL) e
0 20 2,29+0,12 22,93+ 1,20 14,35+ 0,76
10 20 6,70 £ 0,29 67,03+2,91 18,96x0,82
0 60 2,25+ 0,08 23,54+ 0,80 14,15+ 0,56
10 60 6,76 £ 0,73 67,61+7,30 18,51+ 2,00
5 40 8,64 £0,46 86,45+ 4,67 21,43+1,16
5 40 8,84+£0,44 88,4+4,44 22,71+1,14
5 40 8,64+0,34 86,4+ 3,45 22,89+ 0,90

Fonte: Autor, 2014.

De acordo com as Tabelas 11 e 12, observa-se que os resultados mais satisfatorios
foram obtidos de material pré-tratado em meio alcalino, principalmente na condicdo de 5%

(NaOH) e 40 minutos de reacéo, apresentando valores médios de ART, conversdo enzimatica
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e rendimento global de 8,74 g/L, 87% e 22,34 g/100 g, respectivamente. Isto pode ser
explicado pelo fato desta biomassa apresentar grande quantidade de celulose e reduzidas
concentracdes de hemicelulose e lignina, como mostrado na Tabela 9.

As maiores concentracdes de ART encontradas neste trabalho (Tabela 12) se
aproximam do valor encontrado por Santos (2012), que utilizou acido sulfdrico diluido para o
pré-tratamento do sabugo de milho, obtendo 8,70 g/L de ART na solucdo hidrolisada.
Nascimento (2011), utilizando 10% de carga de solidos, alcancou uma concentracdo de
glicose de 55,5 g/L na sacarificagdo enzimética a partir do bagaco de cana-de-agucar pré-
tratado em meio alcalino (NaOH a 4%), o que proporcionou 77,10% de conversdo, valor este
inferior aos melhores resultados mostrados na Tabela 12, muito provavelmente pelo elevado
percentual de solidos usado na hidrdlise.

A biomassa proveniente de pré-tratamento acido possui em sua composi¢do grande
quantidade de lignina, o qual favorece a inibicdo dos agentes enziméticos. A quantidade
meédia de mondmeros liberados foi muito pouca, chegando ao valor méximo de ART de
2,73g/L, na condicdo 5% (H.SO.) e 40 minutos. Os melhores resultados da conversdo
enzimética e rendimento global foram 27,39% e 13,74 g/100 g, respectivamente, também
nesta mesma condicdo (Tabela 11). A conversdo enzimatica mostra a quantidade de agucares
liberados durante a sacarificagdo, em termos de ART, em relacdo & quantidade de biomassa a
ser hidrolisada. Com isso, é possivel quantificar o percentual de quebra da celulose para
producdo de mondmeros de glicose.

Rueda (2010) utilizou &cido sulfdrico no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar
e verificou que, nos ensaios realizados, a méxima producdo de glicose foi obtida a 100°C, 15
min e 0,5% (p/v) de H,SO,, quando da utilizagcdo da deslignificagdo com 1% (p/v) de NaOH,
por 1h e a 100°C. Atingiu-se um rendimento de, aproximadamente, 92% na hidrélise, usando
concentracdes de 15 FPU/g da enzima celulase.

Da mesma forma que neste trabalho, Silva (2014), utilizando casca de frutas (laranja,
maracujé e graviola), demonstrou que a hidrolise enzimética é mais eficaz quando se utiliza a
biomassa oriunda do pré-tratamento alcalino, em comparacdo ao pré-tratamento &cido,
alcancando valores até de 35% de conversao.

O rendimento global de hidrolise relaciona a quantidade de acucares produzidos na
hidrdlise enzimatica em relagdo a quantidade de biomassa utilizada no inicio do tratamento,
ou seja, 0 material in natura. Apesar do pré-tratamento alcalino apresentar elevada perda de

massa, em torno de 75%, a hidrélise da biomassa proveniente desta técnica foi a que obteve
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resultados mais significativos, produzindo em média 22,34 g de agUcares redutores totais para

cada 100 g de fibra da casca do coco verde in natura.

5.5 Fermentacdo do hidrolisado

A partir dos resultados encontrados nas etapas anteriores, ficou evidenciado que a
melhor condicdo para efetivacdo da fermentacdo foi do material hidrolisado a partir do pré-
tratamento alcalino a 5% de NaOH em 40 minutos.

Diante do exposto, foram realizados dois ensaios de fermentacdo etandlica, com
duracéo de 9 horas cada, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, onde o substrato
utilizado foi obtido a partir de um novo pré-tratamento seguido de hidrdlise enzimética,
realizados em duplicata. O pré-tratamento ocorreu a 120°C, durante 40 minutos, utilizando
NaOH a 5%. J& a hidrdlise foi efetivada aumentando o percentual de sélidos para 3%, a fim
de elevar a concentracéo de acUcares no liquido a ser fermentado.

A cinética de fermentacdo foi obtida a partir do acompanhamento do consumo de
solidos totais, medido em °Brix, e do aumento da concentragdo celular (X), como pode ser

visto nas Figuras 25 e 26.

Figura 25: Variagdo do teor de sélidos solveis e concentracdo celular o ensaio 1.
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Fonte: Autor, 2014
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Figura 26: Variacdo do brix e concentragdo celular durante o processo fermentativo do ensaio 2.
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Como mostrado nas Figuras 25 e 26, os ensaios de fermentagdo apresentaram
comportamento semelhante, ficando evidente o consumo de aglcares a partir da diminuicao
do teor de solidos totais (°Brix) em mais de 50%. Obtiveram-se curvas de crescimento
similares, apresentando bom crescimento j4 na primeira hora de fermentacdo. Nas duas
situacOes, observa-se maior aceleragdo de crescimento no tempo de 2 horas, acontecendo um
suave crescimento até 7 horas, onde a concentracdo celular estabiliza-se até o final dos
experimentos. A concentracdo celular visualizada na cinética de fermentacdo € fornecida a

partir da construcédo da curva de massa seco (Figura 27).

Figura 27:Curva de peso seco para cada ensaio de fermentacao.
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Fonte: Autor, 2014

Os dados de inicio e final do processo fermentativo, pardmetros fator de converséo
substrato em células (Yxss), fator de conversdo substrato em etanol (Ygss), fator de converséo

células em etanol (Ygx), velocidade especifica de crescimento celular (p),produtividade em
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etanol (Pg), produtividade em células (Px) e eficiéncia de fermentacdo (n(%))sdo mostrados

na Tabela 13, onde a concentragéo de substrato (S) refere-se ao ART.

Tabela 13: Principais parametros de inicio e final do processo fermentativo.

Parametro Ensaio 1 Ensaio 2
Brixo (9/100 g) 3,30 3,50
Brix (g/100 Q) 1,60 1,70

So (9/L) 16,30 15,87
St (g/L) 3,10 3,57
Xo (/L) 0,314 0,279
Xt (9/L) 0,447 0,420
Eo (g/L) 0,00 0,00
Er (g/L) 6,21 5,58
iy (h™) 0,038 0,044
AS (g/L) 13,20 12,30
AE (g/L) 6,21 5,58
Yess (9/9) 0,470 0,454
Pe (g/L.h) 0,690 0,620
AX (g/L) 0,133 0,141
Yex (9/9) 46,69 39,57
Px (9/L.h) 0,015 0,016
Yxs (9/9) 0,010 0,011
n (%) 92,07 88,78

Fonte: Autor, 2014.

Os resultados apresentados evidenciam que o processo fermentativo ocorreu de forma
satisfatoria. Cerca de 80% da concentracdo do substrato (ART) presente no hidrolisado foi
consumido pelas leveduras, restando, em média, apenas 3,40 g ART/L. A maior concentracao
de etanol produzido foi obtido no ensaio 1, a qual chegou a 6,21 g/L, proporcionando um
rendimento fermentativo superior a 90%.

Silva (2011), utilizando amdnia aquosa no pré-tratamento do bagaco de cana-de-
acUcar e realizando hidrélise enzimatica, conseguiu 5,70 g/L de etanol com eficiéncia de
fermentacdo de 83,20%. Também utilizando a técnica da hidrdlise enzimética, Santos (2014)
obteve eficiéncia de fermentacdo de 92,90 e 86,90% para a palha e o sabugo de milho,

respectivamente, a partir de pré-tratamento &cido.
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Para determinacdo da velocidade especifica de crescimento celular (uy) foi necessaria
a construcdo do grafico In X em funcdo do tempo onde, a partir da maxima inclinacdo da
parte linear da curva de crescimento celular (fase exponencial), determina-se . Os resultados
demonstraram que o ensaio 1 foi mais efetivo do que o 2. Este fato é explicado mesmo com
crescimento celular superior do ensaio 2, que obteve py de 0,044 h™ contra 0,038 h™* do ensaio
1. O ensaio 1 conseguiu consumir 7,3% a mais de agUcares no processo de fermentagéo, o que
representou uma diferenca de 11,2% nas concentragBes etandlicas dos ensaios. Isto foi
preponderante para que o ensaio 1 obtivesse rendimento fermentativo 3,29% superior frente
a0 ensaio 2.

O fator de conversédo de substrato em etanol (Ygs) obtido nos ensaios realizados neste
trabalho se mostra proximo dos valores encontrados por Pereira (2010), o qual alcancou 0,62
g/ g para fermentacdo do hidrolisado da casca de arroz, utilizando dois tipos de leveduras (S.

cerevisiae e S. arborariae).

5.6 Avaliacédo da potencialidade da producéo de etanol

Esta avaliacdo teve como base de calculo 1000 kg (1 tonelada) de casca de coco verde
(Mcasca), Na qual Nunes (2002) estima que, aproximadamente 30% (em massa) deste total seja
fibra e 70% po. Partindo deste principio e utilizando dados das Tabelas 12 e 13, foram
calculados os pardmetros de potencialidade tedrica de produgdo de etanol a partir da fibra da

casca do coco verde, como mostrado na Tabela 14.

Tabela 14: Potencialidade da utilizagdo da fibra da casca do coco para a produgéo de etanol.

Mcasca (kg) Mg (kg) RH (9/1009) MarT (kg) Metanol (kg) Vetanol (litI’OS)
1000 300 22,34 67,02 30,82 39,05
Fonte: Autor, 2014.

Os resultados mostram que é possivel obter 39 litros de etanol a partir de 1 (uma)
tonelada de casca de coco verde, considerando uma eficiéncia de fermentacéo de 90%.

Para efeito de comparagdo, sdo encontrados valores bem superiores utilizando
subprodutos da cana-de-aglcar, como o de Rabelo et al. (2011), que obteve 254 litros de
etanol/tonelada de bagaco, valor este bem proximo ao apresentado por Santos et al. (2012), de

287 litros de etanol/tonelada de palha.
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Silva (2014), utilizando residuos de frutas, obteve rendimentos de 115 L de etanol/ton
de residuo de laranja, 68 L de etanol/ton de residuo de graviola e 72 L de etanol/ton de
residuo de maracuja.

Entretanto, se no calculo for considerado somente a massa de fibra, pode-se alcancar
uma conversdo de 130 litros de etanol/tonelada de fibra in natura, pois a maior parte da casca
do coco verde é composta pelo po.

O fator crucial que limitou o rendimento em etanol foi, sem ddvida, o baixo
rendimento de hidrolise (22,34 g/100 g), fato este provocado pela elevada perda de massa no
pré-tratamento alcalino, superior a 75%, como mostrado anteriormente pela Figura 19.
Lembrando que o Ry foi obtido a partir da quantificagdo dos agucares solubilizados, medido

em ART, e ndo pelos componentes lignoceluldsicos encontrados na biomassa.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no estudo, conclui-se que:

= A caracterizagdo quimica da fibra da casca do coco verde constatou elevada
concentragdo de lignina, com valor médio de 40,10%, justificando o alto grau de
durabilidade e resisténcia deste material.

»= A maior quantidade de agucar liberado nos pré-tratamentos &cido e alcalino foi na
condigdo de 5% de concentragdo do reagente em 40 minutos, apresentando valores
medios de 34, 67 e 44,72 g ART/100 g de fibra in natura, respectivamente.

* O modelo estatistico que melhor representou o0s planejamentos experimentais
investigados foi o de segunda ordem, com a concentracdo como variavel significativa.
As superficies de resposta indicaram como maior sacarificacdo a faixa média de
concentracdo aplicada e os coeficientes de regresséo e ajuste de modelo, que uma
varidvel ndo estudada no trabalho tem uma influéncia altamente significativa.

* No teste de capacidade fermentativa da fracdo liquida do pré-tratamento ficou
evidenciado que a fracdo liquida apresenta elevada concentracdo de pentoses, pois ndo
houve sucesso no processo fermentativo utilizando a Saccharomyces cerevisiae.

= Ap0s hidrolise enzimatica, ficou constatada maior eficacia do pré-tratamento alcalino,
apresentando conversdo enzimatica e rendimento global de 87% e 22,34 g ART/100 g
de fibra in natura, respectivamente.

= Os ensaios de fermentag&o etanolica obtiveram consumo de cerca de 80% do substrato
presente no hidrolisado, medido em ART. A concentragdo de etanol produzido e o
rendimento fermentativo apresentaram, em média, 590 g/L e 90,42%,
respectivamente.

= A partir dos dados obtidos e consideragdes baseadas na literatura, foi constatado que é
possivel produzir 39 litros de etanol para cada tonelada casca do coco verde.

= Os resultados apresentados neste trabalho credenciam a fibra da casca do coco verde
como uma biomassa de grande potencial para aproveitamento visando a produgdo de
etanol 2G, além de ser uma 6tima alternativa de diminuicdo de geragdo de residuos nas

grandes cidades.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apesar de resultados expressivos obtidos neste trabalho, fazem-se necessarios novos
estudos a fim de aumentar a viabilidade deste residuo para producéo de etanol, tais como:

= Realizar o processo de pré-tratamento utilizando concentragdes reduzidas de NaOH ou
até mesmo uma combinacdo com um reagente &cido, a fim de se obter maiores
rendimentos méssicos e maior solubilizagdo da hemicelulose e lignina, bem como
atenuar a degradacéo da celulose.

» Avaliar metodologias de destoxificagdo e fermentacdo da fracdo liquida do pre-
tratamento, a qual foi comprovada que possui grande quantidade de agUcares (hexoses
e pentoses).

= Auvaliar o processo de hidrdlise enziméatica com variadas concentragdes de solidos e
periodos de reagéo.

» Auvaliar a fermentacdo alcodlica do material hidrolisado com utilizacdo de leveduras

que metabolizem tanto hexoses como pentoses.
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