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RESUMO
Nesse trabalho estudou-se a producdo de etanol a partir da fibra de caju pré-tratada com
peroxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA) através do processo de Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultaneas (SSF). Inicialmente avaliou-se os efeitos da carga de solidos (4,52;
6,79; 9,05 e 10,0 grcpHA/100 mL) e da temperatura (37, 40, 45 e 50 °C) nos processos de SSF
em batelada, utilizando a levedura Kluyveromyces marxianusATCC36907 (5 g/L) e o
complexo enzimatico Cellic CTec 2 (30 FPU/grc-pra). Os experimentos foram conduzidos em
Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio SSF (tampao citrato de sodio 50 mM a pH 4,8;
suplementado com 1 g/L de extrato de levedura e 1 g/L de sulfato de amonio), 150 rpm por 72
h. Em seguida foram avaliados os efeitos da etapa de pré-hidrélise no processo de SSF. Dois
tempos de pré-hidrélise (12 e 24 h) foram avaliados. Realizou-se um estudo do efeito da
alimentacdo com substrato (FC-PHA) no processo de SSF. Foram avaliadas onze estratégias
de alimentacdo. Um estudo de cargas enzimaticas (30,25,15 e 10 FPU/grc-pHa) foi avaliado,
visando uma economia no processo. Os ensaios foram realizados em biorreator de 1L, com
750 mL de meio reacional, utilizando carga enzimatica de 15 FPU/grc-pHa. Além disso, a
lignina foi extraida do licor obtido apds o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio e
caracterizada. Resultados mostraram que com uma carga de 10% (FC-PHA) e SSF realizada a
45 °C foi possivel um rendimento em etanol de 83,84%, correspondendo a 21,0 + 0,48 g/L de
etanol. No entanto, a adicdo da etapa de pré-sacarificacdo, influenciou negativamente na
producdo de etanol, para SSF conduzida em 12 e 24 h correspondendo a rendimentos de 66,54
e 60,23%. Os processos de SSF até entdo estudados, mostraram dificuldades no aumento da
carga de sélidos devido a elevada capacidade higroscépica apresentada pelo FC-PHA. Com
isto, realizou-se SSF em batelada alimentada avaliando dez estratégias de alimentagdo e
obteve-se uma maior concentracdo de etanol (29,7+0,84 g/L) ap6s 48 h de processo no ensaio
com alimentacdo de 10% (FC-PHA) no inicio do processo e 4% (FC-PHA) apds 24 h. Os
estudos de producdo de etanol utilizando diferentes cargas enzimaticas ndo apresentaram
diferengas significativas para os ensaios com 30 e 15 FPU/grc-pHa. Portanto, seguiu-se para 0s
ensaios em biorreator utilizando carga de enzima de 15 FPU/grc-pHa.A producdo de etanol em
batelada em biorreator com 10%(FC-PHA) apresentou resultado menor quando comparado ao
ensaio realizado em mesa agitadora, com reducdo de 18,48%no rendimento em etanol.
Estratégias de alimentacdo foram tambem avaliadas no processo de producdo de etanol em
biorreator com producdo de 21,71 + 0,07 g/L) apos 48h de fermentacéo e eficiéncia de apenas
61,92%. Ensaios realizados demonstraram que a fibra de caju pré-tratada com perdxido de

hidrogénio alcalino pode ser aplicada na producdo de etanol por SSF em batelada alimentada



e a lignina extraida ap0s o pré-tratamento apresentou caracteristicas semelhantes as citadas na

literatura.

Palavras-chave: Fibra de caju. Etanol. Batelada. Batelada-alimentada.



ABSTRACT
This work studied the ethanol production from cashew apple fiber pretreated with alkaline hydrogen
peroxide (FC-PHA) by a Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF). The effects of solids
loading (4.52, 6.79, 9.05 e 10.0 grc-pHa/100 mL) and temperature (37, 40, 45 e 50 °C) in batch SSF
processes were evaluated. These experiments were realized with Kluyveromyces marxianus ATCC
36907 (5 g/L) and enzymatic complex Cellic CTec 2 (30 FPU/grc-pha) in Erlenmeyers of 250 mL with
100 mL of SSF medium (sodium citrate buffer 50 mM pH 4.8, supplemented with 1 g/L yeast extract
and 1 g/L ammonium sulfate) at 150 rpm for 72 h. Then, prehydrolysis effects in SSF process were
evaluated. Two prehydrolysis times (12 h and 24 h) were studied. It was realized the study of eleven
feeding strategies for fed-batch SSF mode operation. A study of enzyme loading (30 FPU/grc-pha, 25
FPU/grc-pHa, 15 FPU/grcpHa € 10 FPU/gecpra) Was carried out in order to obtain an economic process
in large scale. The ethanol production was also performed in 1L Bioreactor with 750 mL of medium
and using 15 FPU/ gecrna Of enzyme loading. This work also presents the characterization of lignin
obtained from the liquor resulting from the pretreatment of cashew apple fiber with alkaline hydrogen
peroxide. Results showed that batch-SSF reached 83.84 % of ethanol yield and an ethanol
concentration of 21.0 £ 0.48 g/L in processes conducted at 45 °C and 10 % of solids loading (FC-
PHA). However, the addition of prehydrolysis stage prior to Batch-SSF did not improve the ethanol
yields that were 66.54 % and 60.23 % for PSSF 12 h and 24 h respectively. The hygroscopic property
of FC-PHA does not allow the increasing of solids loading in the SSF processes. Therefore, eleven
strategies were studied and the maximum ethanol production was 29.7 £ 0.84 g/L after 48 h of
fermentation obtained with the solid feeding of 10% FC-PHA at the beginning of the processes and
supplemented with 4% FC-PHA after 24 h. The study of ethanol production using different enzymatic
charges did not show any significant differences on experiments with 30 e 15 FPU/gec.pua. Therefore,
it was followed for bioreactor assays the enzyme loading of 15 FPU/gec-pha. Batch ethanol production
in bioreactor with 10% (FC-PHA) showed an ethanol yield decrease of 18.48%. Feeding strategies
were also evaluated in a bioreactor with ethanol production of 21.71 + 0.07 g/L after 48h of
fermentation and an efficiency of 61.92%. The same experiment was reproduced in shaker and showed
an ethanol production 26.88% higher. The results indicated that the cashew apple fiber pretreated with
alkaline hydrogen peroxide could be used as substrates for ethanol production in fed-batch SSF and
the extracted lignin from black liquor generated during the pretreatment showed characteristics similar

to those cited in the literature.

Keywords: Cashew Apple Fiber. Ethanol. Batch. Fed-batch.
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1. INTRODUCAO

Segundo IBGE (2017), Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a producdo de
castanha de caju em 2016, foi de 228,7 toneladas, com um aumento de 120% em relacdo a colheita
de 2015, de 102,7 toneladas. Segundo dados da FAOSTAT (2013), Organizacdo das NacOes
Unidas para Alimentacéo e Agricultura, o Brasil é o quinto maior produtor mundial de castanha de
caju. Por outro lado, o processamento industrial de pedunculo para a producao de bebidas a partir
do caju resulta em torno de 15% (m/m) de fibra, sendo este um subproduto de baixo valor
agregado e uma das principais fontes de residuos deste setor agroindustrial. Estes fatores agregam
potencial para a utilizacdo da fibra de caju, um material lignocelulésico, que vem sendo fonte de
estudo no Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos (GPBio-
DEQ/UFC) na utilizacdo como matéria-prima alternativa e de baixo custo para a producdo de
etanol de segunda geracdo(ROCHA et al., 2009; ROCHA et al., 2011; CORREIA et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2016; BARROS et al., 2017), producgéo de xilitol (ROCHA et al., 2014;
ALBUQUERQUE et al., 2015) e na imobilizacdo de enzimas (GONDIM et al.,2014; SOUZA et
al., 2016). A producdo de etanol por lignoceluldsicos, demanda a transformacdo da celulose e
hemicelulose em seus mondmeros (glicose e xilose) e subseqliente conversdo a etanol por
microrganismos.

Na estrutura de um material lignocelulésico, a celulose e hemicelulose encontram-se
dispostas em um arranjo bastante complexo, protegidas pela lignina, de modo a dificultar o ataque
enzimatico para producdo de acuUcares fermentescivel. Portanto, torna-se necessario realizar um
pré-tratamento de modo a incrementar a exposicdo das fibras de celulose e hemicelulose,
tornando-a mais acessivel (LIN et al., 2013; CORREIA et al., 2015). No presente trabalho
realizou-se o pré-tratamento da fibra de caju utilizando Peroxido de Hidrogénio Alcalino (PHA).
Segundo CORREIA et al. (2013), o peroxido de hidrogénio alcalino atua na reducdo da
cristalizacdo da celulose e com a agdo oxidativa dos radicais derivados do peroxido, ocorre
elevada despolimerizacéo e solubilizacdo da lignina. Nos estudos de pré-tratamento realizados por
CORREIA et al. (2013) foram obtidos reducdo de 92% no percentual de lignina e um aumento de
53% no percentual de celulose com reducdo na cristalinidade do material.

A lignina extraida durante o pré-tratamento vem sendo fonte de estudo em diversas
literaturas por se tratar de um material fibroso e bastante resistente (RAMESH et al., 2004;
GORDOBIL et al., 2014; LI et al., 2015;MOHAN et al., 2015).

Em etapas subsequentes ao pré-tratamento tém-se a hidrolise enzimatica e a fermentagéo que
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podem vir a ocorrer em um Unico processo, conhecido como Sacarificacdo e Fermentacao
Simultéanea (SSF). Este processo apresenta como principal vantagem a reducdo da inibigdo pela
glicose (produto final da hidrdlise), ja que a presenca de microrganismos fermentadores reduz o
acumulo de acucar no biorreator. Por este motivo se consegue maiores taxas de hidrolise e
percentagens de conversdo, em comparacao ao processo de hidrolise e fermentacdo em separado,
obtendo-se um aumento dos rendimentos de etanol (SAHA et al., 2015; BARROS et al., 2017).
Ao processo de SSF pode ser adicionada uma etapa inicial de pré-hidrélise (PSSF) com objetivo
de hidrolisar parcialmente a celulose em aglcares monomeéricos e oligoméricos antes da adicdo da
levedura, o que pode aumentar a taxa de producdo de etanol durante a SSF(MANZANARES et
al., 2011;HOYEREet al., 2013).Estratégias de alimentacdo com substrato no decorrer do processo
de SSF também estdo sendo estudadas com o objetivo de aumentar a concentracdo de etanol no
enzimatica e/ou fermentativa, devido a elevadas concentracdes de substrato, produto e inibidores
nos processos em batelada, manter aspropriedades reoldgicas das suspensdes fibrosas facilitando
amistura e transferéncia de calor quando comparadosamesma carga em batelada(CHEN E
DIXON, 2007; TOMAS-PEJO et al., 2009; BARROS et al., 2017; KOSSATZ et al., 2017).

A principal desvantagem do processo de SSF esta relacionada com as diferentes condigdes
Otimas de pH e temperatura nas etapas de hidrolise e fermentacdo, respectivamente. Por este
motivo faz-se necessario realizar um processo em condi¢Ges compativeis com as duas etapas.
Considerando que a temperatura 6tima da hidrolise enzimatica seja proxima de 50 °C e que as
leveduras produtoras de etanol convencionais operam em torno dos 30-37 °C é recomendavel a
utilizacdo de microrganismos termotolerante para ambos 0s processos em uma Unica etapa. Neste
contexto, Kluyveromyces marxianus é uma espécie de levedura termotolerante e tem sido
considerada como um organismo promissor para a producdo de etanol (LANE E MORRYSSEY,
2010; RODRIGUES et al., 2016).

A produgdo de etanol a partir da fibra de caju vem sendo fonte de estudo em diferentes
processos utilizando diferentes pré-tratamentos: pré-tratamento &cido seguido de alcali (ROCHA
et al., 2009), pré-tratamento alcali assistido em micro-ondas (RODRIGUES et al., 2011), pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino (CORREIA et al., 2013) e pré-tratamento
utilizando liquido ionico protico (REIS et al., 2016). Em todos os trabalhos citados anteriormente,
foram realizados estudos de condic¢Ges de hidrolise enziméatica com a fibra pré-tratada visando
uma posterior aplicagdo desse material. Fibra de caju pré-tratada com acido seguido de &cali foram

aplicados na selecdo de cepas de microrganismo para producdo de etanol e, em seguida,
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estratégias de fermentacdo SHF e SSF foram investigadas (RODRIGUES et al., 2016; BARROS
et al., 2017) realizou estudos comparativos de estratégias de producgdo de etanol por SSF batelada
e batelada alimentada utilizando fibra de caju pré-tratada com &cido e base.

Diante do apresentado na literatura, até o presente momento, neste trabalho foi avaliado o
potencial da fibra de caju pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino para producéao de etanol
de segunda geracdo por Kluyveromyces marxianus ATCC36907, foi avaliado pelo processo de
Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea.

O presente trabalho teve como objetivos especificos:

-Realizacdo do pré-tratamento da fibra de caju (FC) com perdxido de hidrogénio alcalino.

- Caracterizacdo da FC e da FC-PHA.

- Extracdo e caracterizacao da lignina obtida do licor ap6s o pré-tratamento com peroxido de
hidrogénio alcalino.

- Efeito da carga inicial de substrato na producédo de etanol por SSF utilizando fibra de caju
pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino em agitador orbital.

- Estudo do efeito da temperatura na producdo de etanol por SSF utilizando fibra de caju
pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino em agitador orbital.

- Avaliacdo do efeito da adicdo de uma etapa de pré-sacarificacdo no processo de producéao
de etanol por SSF utilizando fibra de caju pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino em
agitador orbital.

- Estudo do processo SSF por batelada alimentada, avaliando-se diferentes estratégias de
alimentacéo de substrato FC-PHA.

- Estudo do efeito da carga enzimatica na producdo de etanol por SSF utilizando fibra de
caju pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino em agitador orbital.

- Estudo da producdo de etanol em biorreator por SSF (batelada e batelada alimentada)

utilizando fibra de caju pré-tratada com perdxido de hidrogénio alcalino.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo e consumo de etanol no Brasil: cenario atual

A demanda por etanol tem se expandido de forma muito rapida, e esta devera
aumentar ainda mais em um futuro proximo, principalmente nos paises mais desenvolvidos e
nos de maior consumo de combustiveis automotivos. Em relacdo as projecdes de demanda por
etanol, a OIA (Organizacdo Internacional do Acucar) prevé que a demanda dobrara até 2020.
A OIA prevé uma demanda de 88 bilhdes de litros nos EUA, 35 bilhdes de litros no Brasil, 12
bilhdes de litros na Unido Europeia, 8 bilhdes de litros na China e 24 bilhdes de litros em
outros mercados. No cenério atual, o Brasil vive uma nova expansdo dos canaviais com 0
objetivo de oferecer, em grande escala, 0 combustivel alternativo, sendo que a nova escalada
ndo é um movimento comandado pelo governo, como a ocorrida no final da década de 70,
com o Pré-alcool. A corrida para ampliar unidades e construir novas usinas é movida por
decisbes da iniciativa privada, convicta de que o alcool tera, a partir de agora, um papel cada
vez mais importante como combustivel, no Brasil e no mundo (LAMONATO, 2014). De
fevereiro de 2016 a fevereiro de 2017, 19 usinas receberam autorizagdo da Agéncia Nacional
de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) para operar. Destas autorizacGes, 17 sao
referentes a ampliacBes de unidades ja existentes e duas ao inicio das operaces de novas
unidades produtivas (NOVACANA, 2017). No entanto, faz-se necessario o uso de novas
matérias-primas que auxiliem na producdo desse biocombustivel.

A posicao do Brasil no que se refere a producdo de etanol pode ser classificada como
privilegiada, em virtude da conjugacao de dois fatores: a grande extensdo territorial e o clima
tropical. Isso é particularmente verdadeiro no que diz respeito a producdo de etanol
proveniente da cana-de-agUcar, na qual a lideranca do pais, estabelecida ha décadas, foi
consolidada com a introducéo dos veiculos com motor flexivel. As vendas de veiculos leves
devem se expandir a uma taxa média anual mais moderada nos proximos dez anos. Dos novos
veiculos que entrardo em circulagdo, estima-se que a participacdo dos carros Flex Fuel se
mantenha alta, ao redor de 87% do total elevando o seu porcentual na frota brasileira de
veiculos (NOVACANA, 2017).

Diante dessa alta demanda na producédo de etanol, o uso de tecnologias para converter

a celulose dos materiais lignocelul6sicos em etanol de segunda geracdo, especialmente 0s
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residuos agroindustriais, passa a ser uma alternativa promissora (HASUNUMA e KONDO,
2012; HAQUE et al., 2013). Segundo RODRIGUES et al. (2016), a producédo de etanol a
partir de biomassa lignocelulésica esta deixando a fase experimental e entrando em escala
industrial de producdo no Brasil. A primeira usina a produzir etanol de segunda geracdo no
Brasil foi instalada pela Granbio em Alagoas, produzido a partir de palha e fibra da cana.
Este processo ainda tem custo superior ao tradicional, mas a Granbio, espera torna-lo 20%
mais barato do que o etanol de primeira geracdo quando a usina estiver operando em plena
capacidade, com producdo de 82 milhGes de litros de etanol celulésico por ano (FOLHA DE
SAO PAULO, 2014). Uma segunda usina, conhecida como usina Costa Pinto, instalada em
Piracicaba (SP), estd avancando também na producdo de etanol de segunda geracdo, com
objetivos de atingir uma producdo de 42 milhdes de litros até 2018, apostando em custos de
producdo do etanol de segunda geracdo menores do que os de primeira geracdo até o fim da
década (CNPEM, 2016). Atualmente, além do Brasil, o etanol de segunda geracdo é
produzido em larga escala comercial apenas nos Estados Unidos e na Italia (FOLHA DE SAO
PAULO, 2014).

Diante do que foi exposto, o crescente interesse na producdo de etanol de segunda
geracdo, leva ao interesse de matérias-primas alternativas que, assim como o fibra de cana-de-

acucar, possam ser utilizados na producéo desse biocombustivel.

2.2 Materiais lignoceluldsicos

Os materiais lignocelulésicos sdo constituidos por celulose, hemicelulose e lignina,
dispostos em uma estrutura bastante complexa. A composicdo desses compostos varia de
acordo com a natureza do vegetal, sendo que na maioria dos vegetais, 0 maior componente é a
celulose (35-50%), seguido de hemicelulose (20-35%) e lignina (10-25%). Outros
componentes como proteinas, gorduras e cinzas fazem parte de uma fracdo destes materiais.

As cadeias de celulose e hemicelulose compdem dois ter¢os da estrutura dos materiais
lignocelulosicos, os tornando substratos em potencial para a producéo de etanol de segunda
geracdo (GIRIO et al., 2010).0s lignocelul6sicos, alvo dos estudos para producéo do etanol,
em geral constituem os residuos agricolas, como palha de milho, fibra de caju, fibra de cana,
palha de trigo, casca de arroz, madeira, 0s residuos urbanos organicos além dos residuos das
atividades agroindustriais (GOMEZ et al.,2008; VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). A Tabela
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2.1 mostra a composicdo de alguns materiais lignocelulésicos utilizados em pesquisas nas

producdes de etanol de segunda geracao.

Tabela 2. 1Composicdo de alguns materiais lignocelulésicos aplicados na produgéo de etanol

de segunda geracao.

Materiais _ o
) . Celulose (%) Hemicelulose(%) Lignina(%o) Autores
Lignoceluldsicos

GOVUMONI et al.,

Palha de trigo 32,6+£0,3 24,7+0,2 20,6£1,3
2013
Fibra de cana 455+1,1 17,0+£0,8 21,1+0,9 ROCHA et al., 2011
Fibra de caju 209+20 16,3+ 3,0 33,6 £5,3 BARROS et al., 2017
Palha de milho 27612 182+1,1 17616 LIU E CHEN, 2017
Casca de arroz 356+0,1 11,9+0,7 154+0,2 SAHAE COTTA, 2007

A celulose é um polimero de cadeia longa, de peso molecular variavel e com férmula
molecular (CeH100s)n, com valor minimo de n=200, possui somente um mondmero que € a
glicose, podendo ser classificada como polissacarideo. A Figura 2.1 apresenta a estrutura da
molécula de celulose. A celulose trata-se de um polimero linear (parte amorfo e parte
cristalino) que consiste em cadeiaslineares de ligacdes de unidades de glicose (ZHU, 2008). A
ligagdo entre as moléculas sdo de natureza B-1,4 glicosidicas e permitem que o polimero seja
disposto em longas cadeias. Nas extremidades da molécula, devido as hidroxilas estar
uniformemente distribuidas em ambos os lados dos monémeros, permite a formacdo de
ligacGes de hidrogénio entre as moléculas de celulose. Devido a essas liga¢fes de hidrogénio
ha uma forte tendéncia de formar cristais que a tornam completamente insolGvel em agua e na
maioria dos solventes organicos. O grau de cristalinidade da celulose varia de acordo com sua
origem e processamento o0 que acarreta em uma dificuldade para a hidrélise enzimatica
(ARAUJO et al., 2008; SILVA et al., 2009).
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Figura 2.1 Estrutura da molécula de celulose.
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Fonte: Adaptado de HARMSENet al., (2009).

A obtencdo de glicose a partir de celulose pode ocorrer por via acida ou por via
enzimatica, a depender do processo. No entanto, segundo BEGUN E AUBERT (1994), a
hidrolise enzimatica da celulose é realizada por enzimas celulase altamente especifica e 0s
produtos da hidrolise sdo acgucares, incluindo principalmente a glicose. O custo de utilidades
industriais da hidrdlise enzimética torna-se baixo em comparacdo com a hidrdlise acida ou
alcalina pois a hidrolise enzimatica é geralmente conduzida em condicdes suaves (pH 4,8 e
temperatura entre 45-50 ° C) e ndo tem causado problema de corrosdo(DUFF E MURRAY,
1996).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo ramificado, composto por arabino-xilanas,
gluco-mananas, galactanas e outros (GIRIO et al., 2010). Trata-se se de um material mais
facilmente hidrolisado, em comparacdo a celulose, devido sua estrutura amorfa e ramificada.
(SAHA, 2003).

Segundo SUN E CHENG (2005) a hemicelulose, diferentemente da celulose,
apresenta baixa massa molecular e também ndo apresenta regides cristalinas, tornando-a mais
suscetivel a hidrolise quimica em condicdes amenas. No entanto, a fermentacdo dos agucares
pentosidicos ainda ndo é muito desenvolvida quanto os processos envolvendo glicose. Mas,
de acordo com BRANDT et al. (2013) esse processo deve mudar futuramente com a
introducdo das cepas geneticamente modificadas, possibilitando efetiva conversdo da
hemicelulose.Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas na literatura visando uma
aplicacdo da hemicelulose, segundo ALBUQUERQUE et al. (2015) a hemicelulose obtida da
fibra de caju pode ser aplicada para producdo de xilitol, sendo este um polialcool natural,
muito utilizado nas industrias de alimentos e farmacéutica em substituicdo a sacarose, por

possuir poder adocante semelhante. Contudo, sua producdo por via quimica requer um
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elevado custo e apresenta baixos rendimentos, portanto varios estudos vém sendo conduzidos,
nos quais se busca a obtencdo do produto pela via biotecnologica.A hemicelulose oriunda da
fibra de caju também vem sendo fonte de estudo na producdo da enzimaxilose redutase
(SERPA, 2016).

A lignina é um complexo altamente amorfo e heterogéneo de compostos fendlicos
substituidos, frequentemente compreendendo componentes siringil, guaiacil, e p-hidroxifenol.
Junto com a cadeia de hemicelulose e pectina, este componente preenche 0s espacos entre as
fibrilas de celulose, atuando assim como um material de ligacdo entre componentes da parede
celular, sendo responsavel pela rigidez e baixa reatividade dos materiais lignoceluldsicos
(D’ALMEIDA, 1988).

A lignina ¢ altamente resistente a hidrdlise enzimatica, quimica e microbiana devido a
sua extensa ligacdes cruzadas. Pode, no entanto, ser pirolisada para formar Oleo para
combustivel e resinas (KAMM et al.,2006). A lignina confere rigidez a parede celular e, por
conseguinte, contribui para resisténcia mecénica das plantas, protegendo-as contra a
degradacdo microbiana e contribuindo para a eficiéncia do sistema de transporte denutrientes
e dgua (AZADFAR, 2015).

A lignina extraida durante o pré-tratamento vem sendo fonte de estudo em diversas
literaturas por se tratar de um material fibroso e bastante resistente (RAMESH et al., 2004;
GORDOBIL et al., 2014; LI et al., 2015; MOHAN et al., 2015). A Figura 2.2 resume
algumas aplicacbes da lignina. Segundo NIEMI. (2011) nos processos tradicionais,
principalmente nas industrias de papel e celulose, a lignina ainda é utilizada como fonte
geradora de energia através da combustdo. A oxidacao da lignina gera uma matéria prima para
sintese de produtos de alto valor agregado, como o siringaldeido (ARAUJO et al.,2010).
Atualmente, uma grande variedade de produtos quimicos pode ser produzida de uma forma
sustentivel a partir das estruturas arométicas da lignina (VANDERGHEM et al., 2011,
SILVA et al., 2013). Devido sua elevada massa molecular, pode ser usada para produzir
fibras de carbono, modificadores de polimeros, adesivos e resinas (FROLLINI E
CASTELLAN, 2012). Além disso, este componente dos materiais lignoceluldsicos possuem
atividade antioxidante, devido a presenca de grupos fendlicos e hidrogénios benzilicos
(PORTES et al., 2007; GARCIA et al.,, 2011). QOutra aplicacdo seria em processos de
adsorcéo de corantes (SILVA et al., 2015).
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Figura 2.2 Fluxograma de aproveitamento da Lignina.
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2.3 Agroindustria do caju

Em seu contexto mais amplo, a agroindustria do caju compreende um conjunto de
atividades que geram um grande nimero de produtos intermediarios e finais. O caju tem em
sua estrutura um fruto e um pseudofruto (Figura 2.3). Do cajueiro aproveitam-se praticamente
tudo. O principal produto é a améndoa da castanha-de-caju, localizada no interior da castanha,
de onde também ¢ extraida a pelicula que reveste a améndoa, rica em tanino e utilizada na
industria quimica de tintas e vernizes. Da casca da castanha, extrai-se o liquido da casca de
castanha-de-caju (LCC), usado na industria quimica e de lubrificantes, curtidores, aditivos,
entre outros, sendo o residuo da casca utilizado como fonte de energia nas industrias, por
meio de sua queima em fornalhas. J& o pedinculo do caju (pseudofruto) é processado por
industrias ou minifabricas para a obtencdo do suco ou da polpa congelada, a ser utilizada na
fabricacdo de sucos, cajuinas e outras bebidas. O pedlnculo também pode ser aproveitado
para a fabricacdo de diversos produtos (principalmente doces) e na alimentagdo animal, além
de que o caju inteiro também é comercializado in natura em feiras e supermercados
(EMBRAPA, 2017).

Segundo dados estatisticos de FAOSTAT (Organizacdo das Nagdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura), o caju (Anacardium occidentale L) é cultivado atualmente em 27
paises, sendo o Brasil o quinto principal produtor mundial. A producdo de caju no Brasil é

representada por 94% na Regido Nordeste, sendo o estado do Ceara o maior produtor do pais.
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Entretanto, ha também o potencial de agregacdo de valor ao negdcio por meio do melhor

aproveitamento do pedunculo.

Figura 2.3 Produtos derivados da agroindustria do caju.
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Atualmente, apesar de toda a tecnologia disponivel, 75% dos peddnculos do caju ndo
sdo aproveitados. Estima-se que apenas 350 mil toneladas de peddnculos sdo absorvidas por
pequenas empresas que produzem suco de caju, cajuina e doces (EMBRAPA, 2016). Segundo
MATIAS et al. (2005), a fibra de caju apds processo de desidratacdo apresenta em sua
estrutura agucares, fibras, proteinas e lipideos, o que o torna uma matéria-prima em potencial
para 0 seu aproveitamento, estes incluem a obtencdo de produtos de alto valor agregado,
biocombustives e alimentos, o que diversifica e amplia as oportunidades do uso do
subproduto da cadeia. Varios sdo os estudos na literatura para o aproveitamento da fibra de
caju, em destaque tem-se a utilizacdo da matéria-prima alternativa e de baixo custo para a
producdo de etanol de segunda geracdo devido sua composi¢cdo (BARROS et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2016; CORREIA et al., 2015; ROCHA et al., 2011; ROCHA et al.,
2009), producéo de xilitol (ROCHA et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2015), producéo da
enzima xilose redutase (SERPA, 2016) e na imobilizacdo de enzimas (GONDIM et al.,2014;
SOUZA et al., 2016).
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2.4 Producéo de etanol por material lignocelulésico

Diversos debates e preocupacdes a respeito da sustentabilidade influenciam o estudo
da producdo de etanol por materiais lignoceluldsicos, visando a producdo de umaenergia
limpa e renovavel para mitigar a dependéncia da energia fossil e reduzir a emissdo de CO..
Embora o bioetanol produzido a partir do milho ou da cana-de-agtcar domine os mercados de
biocombustiveis no momento, o espaco para 0 desenvolvimento destas cultivares para
producdo de etanol tem sido limitado pela demanda de terra para o fornecimento de alimentos
como cana-de agucar e amido de milho utilizado na producédo atual de etanol na maioria dos
paises. Dessa forma, o uso dos lignocelulésicos provenientes das diversas atividades
agroindustriais se enquadra como uma alternativa na producéo de etanol (LASER et al., 2002;
SHEN et al., 2011; HAN et al., 2015; SINDHU et al., 2016).

O processo de producdo de etanol a partir de lignocelulésicos trata-se de um processo
mais complexo quando comparado ao processo de producdo a partir da sacarose de cana ou
amido de milho, requerendo a transformacédo da celulose e hemiceluloses em seus principais
mondmeros (glicose e xilose) e subseqliente conversdo dos mesmos pelos microrganismos em
bioetanol. Entretanto, a estrutura cristalina e recalcitrante da biomassa, que torna a parede
celular da planta resistente, dificulta a sua hidrélise em aclcares monoméricos para a
subsequente conversdao por fermentacdo, 0 que agrega ao processo algumas etapas para a
obtencdo do biocombustivel (WEN et al., 2009; ALVIRA et al.,2010).

Diferentes materiais lignoceluldsicos estdo sendo utilizados como fonte de pesquisa
para producdo de etanol, como: palha de trigo (SAHA E COTTA, 2006; CHEN et al., 2008;
KARAGOZ et al., 2012), palha de milho (SELIG et al., 2009;ZHAO E XIA, 2010;
BANERJEE et al., 2011), fibra de cana-de-actcar (ROCHA et al., 2011;SINGH et al., 2013),
casca de arroz (SAHA E COTTA, 2007; DAGNINO et al., 2013) e fibra de caju (ROCHA et
al., 2009; ROCHA et al., 2011; CORREIA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016; BARROS
etal., 2017).

Ha trés etapas principais no processo de conversdo dos materiais lignocelulésicos em
etanol: primeira etapa, pre-tratamento, segunda etapa, sacarificacdo enzimatica da biomassa
vegetal para disponibilizar os agUcares fermentesciveis; terceira etapa, fermentagdo dos
acucares liberados realizada por microrganismos especializados. A segunda e a terceira etapa

combinadas, gera uma Unica etapa chamada de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas
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(Simultaneous Saccharification and Fermentation-SSF); e quarta etapa, recuperacao do etanol

(processo de destilagéo).

2.4.1 Pre-tratamento da biomassa lignocelulésica

Os materiais lignocelulésicos sdo altamente resistentes a hidrolise enzimaética,
portanto, para aumentar a conversdo das cadeias de celulose e hemicelulse em acucares
fermentesciveis, torna-se necessaria a modificacdo das propriedades da parede celular, que
consiste na etapa de pré-tratamento.

O pré-tratamento é uma etapa crucial na producdo do etanol de segunda geragdo, pois
permite que as cadeias de celulose e hemicelulose tornem-se acessiveis as enzimas
hidroliticas (ALVIRA et al., 2010; SHEN et al., 2011).Dependendo do pré-tratamento
realizado, diferentes efeitos podem ser observados na biomassa lignoceluldsica, como:
remogédo parcial ou quase total da lignina, rompimento da estrutura da lignina e de suas
ligacbes com o restante da biomassa, redistribuicdo da lignina, aumento da porosidade e da
area superficial, reducdo da cristalinidade da celulose, reducédo do grau de polimerizacdo da
celulose, remocao parcial ou quase total da hemicelulose (ZHANG E LYND, 2004; GARCIA
etal., 2010; RUIZ et al., 2013).

Vaérios pré-tratamentos tém sido estudados na literatura para a disponilibilizacdo da
celulose, destacando-se pré-tratamentos com &cidos: H2SOs4, H3POs e SO2(SAHA, 2003;
OHGREN et al., 2006; ROCHA et al., 2011; BARROS et al., 2017), com alcalis:NaOH,
AFEX e H202 (SAHA E COTTA, 2006; VASQUEZ et al., 2007; ZHANG et al., 2010;
MCINTOSH E VANCOV, 2011; SAHA et al., 2011; RABELO et al., 2014; CORREIA et
al., 2015) e com liquidos iénicos: (REIS et al., 2016).

A escolha adequada de um pré-tratamento pode ser determinante para a viabilidade
econdmica e técnica do processo e deve ser feita considerando diferentes aspectos, incluindo a
entrada e saida de energia e o impacto ambiental (BARAKAT et al., 2014). Assim, nos
ultimos anos, muitos pesquisadores vém tentando desenvolver uma tecnologia econémica que
leve a recuperacdo maxima de agUcares fermentaveis, com producdo minima de inibidores e
baixo custo(HU et al., 2012).

A adicao da base hidroxido de sddio ao perdxido de hidrogénio faz com que a solucéo

se torne um agente efetivo na deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose. Istoé devido a
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formacédo do anion hidroperoxido (HOO"), formado em pH alcalino, que se apresenta como a
principal espécie ativa no peroxido. Em contraste, peroxido de hidrogénio € instavel nas
condic@es alcalinas e decompde em radicais hidroxil (OH") e superéxido (O2"). Estes radicais
sdo responsaveis pela oxidacdo da estrutura da lignina, na qual ataca os grupos hidrofilicos,
quebrando algumas ligacGes e, eventualmente, levando a dissolucdo da lignina (SUN et al.,
2005).

O peroxido de hidrogénio alcalino tem se mostrado uma boa alternativa no que se
refere ao pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica uma vez que conduz a altos rendimentos
de glicose e pode ser realizada em condigcOes de temperatura e pressdo moderadas e a ndo
utilizacdo de &cidos, o que leva a menor formacdo de inibidores (YAMASHITA et al., 2010;
CORREIAet al., 2015;ALVAREZ-VASCO E ZHANG et al., 2017). Trata-se de um agente
tipico do meio ambiente, utilizado para a deslignificacdo em processos de polpacdo de
madeira e ndo deixa residuos na biomassa, pois se degrada em oxigénio e 4gua, minimizando
assim a necessidade de tratamento de residuos (RABELO et al., 2011; RABELO et al., 2014).

O pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos utilizando perdxido de hidrogénio
alcalino vem sendo fonte de diversos estudos na literatura (SAHA E COTTA, 2006; SAHA E
COTTA, 2007; CHEN et al., 2008; KARAGOZ et al., 2012; RABELO et al., 2014;
CORREIA et al., 2015; ALVAREZ-VASCO E ZHANG et al., 2017). Em destaque tem-se a
producdo de etanol a partir da fibra de caju pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino,
desenvolvido por CORREIA et al. (2013) no Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Processos Biotecnoldgicos (GPBio-DEQ/UFC).

2.4.2 Hidrdlise enzimatica de materiais lignoceluldsicos

A hidrélise enzimatica trata-se da etapa posterior ao pré-tratamento, tendo como
principal objetivo o acesso de enzimas aos polissacarideos contidos no material
lignocelulésico. A hidrolise enzimatica ainda é considerada o gargalo do processo de
producdo de etanol de lignoceluloses em termos de tempo e investimento, uma vez que as
enzimas apresentam alto valor agregado e exige um determinado periodo de tempo para
atuarem nas cadeias da biomassa e produzirem glicose o suficiente para a etapa de
fermentacdo (MODENBACH e NOKES, 2013).
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A hidrdlise enzimética da celulose é catalisada por enzimas altamente especificas que
sdo chamadas de celulases. A celulase trata-se de um é um complexo enzimatico, cujas
enzimas atuam sinergicamente e estdo subdivididas em trés classes: endo-1,4-p-D-glucanases
ou endoglucanases, que quebram as ligacGes glicosidicas das cadeias de celulose criando
novos terminais; exo-1,4-B-D-glucanases ou celobio-hidrolases, responséveis pela acdo nos
terminais levando a celobiose; e 1,4-B-D-glucosidades que hidrolisam a celobiose a glicose
(OGEDA E PETRI, 2010). A Figura 2.4 € uma representacao simplificada da acdo enzimatica

de cada classe de enzimas.

Figura 2.4 Representacdo esquematica da acdo catalitica do complexo enzimatico celulase

sobre celulose com geracédo de glicose
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Celobio-hidrolases séo capazes de hidrolisar as extremidades das cadeias de celulose
para formar glicose, celobiose e celotriose, enquanto as endoglucanases hidrolisa mas cadeias
de celulose randomicamente reduzindo o grau de polimerizacdo da celulose. A beta-
Glucosidase possui a funcdo de conversdao da molécula de celobiose em duas moléculas de
glicose, e sua auséncia pode provocar inibicdo pelo produto devido ao excesso de celobiose
formado (HAHN-HAGERDAL et al,, 2006; VAN DYK e PLETSCHKE, 2012). No
mecanismo sinérgico exo-endo, as endoglucanases clivam randomicamente cadeias na
superficie da celulose, fornecendo assim numerosos sitios (terminais) adicionais para ataque
das celobio-hidrolases. Logo, cada evento hidrolitico catalisado por uma endoglucanase
resulta em novos sitios para as celobio-hidrolases (OGEDA e PETRI et al., 2010).
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A eficiéncia deste processo é influenciada por fatores inerentes aos substratos como
grau de lignificacdo, associacdo entre lignina e hemiceluloses, cristalinidade e grau de
polimerizacdo da celulose e éarea superficial. Ha também outros fatores inerentes aos
processos como temperatura, carga enzimatica, a escolha da enzima adequada, a inibicéo pelo
produto (HIMMEL et al., 2007).

2.4.3 Fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcoodlica trata-se da acdo de microrganismos que utilizam os agucares
provenientes da acdo de enzimas na hidrélise enzimatica, como substrato para metabolizar e
gerar etanol e outros subprodutos. A glicose, oriunda da hidrolise da celulose, a qual é uma
hexose (carboidrato com seis atomos de carbono) é o aglcar mais comum utilizado por
microrganismos como substrato para a producgéo de etanol (HAMELINCK et al., 2005). No
entanto, 0 metabolismo de certos microrganismos também permite a assimilacdo de pentoses
(carboidratos com cinco atomos de carbono), como xilose e arabinose, oriundos da hidrolise
da hemicelulose, para a producdo de etanol (OLSSON, 1996; CORREIA, 2013), sendo a
xilose o segundo agucar fermentescivel mais presente em hidrolisados (MATSUSHIKA et al,
2009).

Leveduras, particularmente do género Saccharomyces, sdo normalmente a primeira
escolha para producdo de etanol industrialmente, devido a sua boa capacidade fermentativa,
alta toleréncia ao etanol e outros inibidores (formados tanto durante o pré-tratamento de
matérias-primas quanto durante a fermentacdo) e a capacidade de crescer rapidamente sob as
condicdes anaerdbicas que sdo caracteristicamente estabelecidas durante a fermentacdo em
larga-escala (KNAUF e KRAUS, 2006). No entanto, € importante salientar que outros
microrganismos tém sido considerados para serem empregados na producédo de etanol, como,
por exemplo, a bactéria Zymomonas mobilis e Escherichia coli, que tém sido alvo de
programas de engenharia genética com o objetivo de melhorar seu desempenho em termos de
fermentagdo alcodlica (JARBOE et al., 2007; ROGERS et al., 2007).

A producdo de etanol em elevadas temperaturas tem recebido destaque pelas
vantagens econémicas do processo, destacando-se a reducdo nos riscos de contaminacgéo,
reducdo do investimento com sistemas de resfriamento e recuperagdo continua do
etanol(LIMTONG et al.,, 2007; FONSECA et al.,, 2008). Nesse sentido, a levedura K.
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marxianus € uma das leveduras termotolerante que apresenta crescimento consideravel na
faixa de temperatura entre 25 °C e 45 °C (FONSECA et al., 2008)e mostra tolerancia
moderada ao etanol (PEJO et al., 2009).

Cepas pertencentes as espécies e género da levedura K . marxianus tém sido isoladas e
estudadas para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas. Dentre os estudos utilizando esta
levedura inclui-se a producdo de enzimas (p-galactosidase, P-glicosidase, entre outras),
compostos aromaticos e etanol (BOYLE et al., 1997; WILKINS et al., 2008; BARROS, et al.,
2017) reducéo do teor de lactose em alimentos (BRADY et al., 1997; MARTINS et al.,2002),
na producdo de xilitol (ALBUQUERQUE et al.,2015), além de aplica¢cdes em biorremediacdo
e na medicina (FONSECA et al., 2008).

Nesse sentido, devido as caracteristicas destas cepas, estudos de processos de
producdo de etanol de segunda geracdo por sacarificacdo e fermentacdo simultaneas,
utilizando K. marxianus, tém sido reportados na literatura (KRISHNA et al,
2001;BALLESTEROS et al., 2004; OBEROI et al.,, 2012; RODRIGUES et al., 2016;
BARROS et al., 2017).

A principal rota metabolica envolvida na fermentacdo alcodlica de leveduras e
bactérias é a glicolise, na qual uma molécula de glicose é oxidada e duas moléculas de
piruvato sdo produzidas. Em condicGes anaerdbicas, o piruvato é reduzido a etanol com a
liberacdo de uma molécula de gas carbbnico. O rendimento tedrico desse processo é 0,511 g
de etanol e 0,489 g de gas carbbnico em relacdo a 1 g de glicose metabolizada. Além de
etanol e gas carbbnico, varios subprodutos também sdo produzidos durante a fermentacdo,
sendo o glicerol, o principal deles (BAl, ANDERSON E MOO-YOUNG, 2008).

2.4.4 Estratégias para producao de etanol a partir de biomassa lignocelulésica

Quando a hidrolise ocorre sequiencialmente a fermentacdo a operacdo é designada de
Hidrolise e Fermentacdo Separados (SHF- Separate Hydrolysis and Fermentation). O
problema nesta operacdo é que a glicose e celobiose permanecem no mesmo meio que a
celulose e celulase e estes mono e dissacarideos inibem a agdo da celulase (BALAT, 2011).
Embora os rendimentos possam ser melhorados adicionando grandes quantidades de celulase,
esta estratégia aumenta o custo do processo (OGEDA E PETRI, 2010). Para contornar este

problema adiciona-se 0 microrganismo fermentativo ao mesmo reator onde estdo sendo
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produzidos os agucares. Desta forma a glicose é rapidamente fermentada a etanol, reduzindo o
acumulo de inibidores de celulase e de custos de equipamentos, reduzindo assim o custo com
a producdo de etanol. A baixa concentracdo de glicose livre e a presenca de etanol também
fazem com que seja mais dificil para microrganismos competirem pelo substrato, formando
produtos indesejaveis. Esta estratégia € conhecida como processo de SSF (Sacarificagdo e
Fermentacio Simultanea) (PAULOVA et al., 2014; OLOFSSON et al., 2008; SU et al, 2013).

As vantagens de se operar um processo em SSF sdo limitadas por alguns fatores como:
diferencas de temperaturas Otimas e pHpara hidrolise e fermentagcdo, potencial de
sensibilidade das enzimas ao etanol liberado e limitagbes no carbono disponivel para a
populacdo microbiana nos estagios iniciais do processo (OHGREN et al., 2007; PAULOVA
et al., 2014). Por este motivo se faz necessario realizar o processo numa condi¢do compativel
com as duas etapas. Considerando que a temperatura 6tima da hidrolise enzimatica seja
proxima a 50 °C e que as leveduras produtoras de etanol convencionais operam em torno dos
28-34 °C ¢ recomendavel a utilizacdo de microrganismos termotolerante para realizar os
processos numa so etapa (BALLESTEROSet al., 2004; OHGRENet al., 2006; ZHANGet al.,
2010).

Elevadas concentragOes de etanol no caldo fermentativo ao final do processo vem
sendo referéncia para uma destilacdo eficiente considerando o consumo de energia e a
eficiéncia de recuperacdo do etanol (KOPPRAM et al., 2014, MODENBACH E NOKES,
2013). Segundo KOSSATZ, et al. (2017), a natureza do substrato, o custo do processo, as
concentracdes de etanol desejadas e a taxa de reacdo determinardo a configuracdo do processo
a utilizar .Assim, alguns parametros como carga de solidos, carga enzimética e temperatura
veem sendo fonte de estudo durante a producéo de etanol por SSF.

LIU et al. (2016) estudaram o efeito da carga de s6lidos em diversas configuracdes de
processo e concluiram que a concentragdo de etanol aumenta a medida em que se aumenta a
carga de sélidos, no entanto o rendimento passa a ser afetado devido ao fato de que uma carga
de sélido mais elevada conduz para uma fraca transferéncia de massa, diminuindo assim o
rendimento do processo. A temperatura também é um pardmetro importante quando se
tratalha com SSF, considerando que a levedura K. marxianus ATCC 36907 vem ganhando
destaque neste tipo de processo, devido a sua capacidade de crescimento e fermentacdo a
temperaturas acima de 40 °C, por tratar-se de um microrganismo termotolerante, proximo a
temperatura 6tima de hidrélise enzimatica (TOMAS-PEJO et al., 2009; RODRIGUES, et al.,
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2016; BARROS et al., 2017). O estudo da melhor carga enzimatica utilizada nos processos de
SSF representa um parametro bastante relevante no que se refere ao custo do processo. A
reducdo no custo com enzimas durante o processo contribui significativamente para a
viabilidade econdmica de um processo de maior escala no custo total de producdo do
bioetanol (KOSSATZ, et al., 2017). Embora, atualmente, o custo com celulases tenha sofrido
uma reducdo, uma analise por HUMBIRD et al. (2011) mostraram que 16% do custo total do
etanol ainda era contabilizado pelo custo das enzimas.

Estratégias estdo sendo desenvolvidas no sentido de aumentar o rendimento dos
processos de SSF e reduzir possiveis efeitos inibitorios existentes. Uma delas trata-se da
adicdo de uma etapa de pré-hidrolise antes de iniciar a sacarificacdo e fermentagdo
simultanea, conhecida como PSSF.

O objetivo da pré-hidrélise é hidrolisar parcialmente a celulose em agUcares
monoméricos e oligoméricos, 0 que aumentaria a taxa de producgdo de etanol durante a etapa
inicial da SSF.PSSF também foi proposto para reduzir a viscosidade dos processos que
operem com altas cargas de substrato (MESA et al., 2011).

Vaérios estudos de PSSF sdo relatados na literatura e observa-se uma diferenca nos
resultados dos processos que adotaram essa estratégia. OHGREN et al. (2007) relataram que
ndo houve melhora no rendimento e nas concentracdes de etanol apds 16 h de pré-
sacarificacdo de palha de milho pré-tratada a 11,55% de concentracao de solidos. MESA et al.
(2011) realizaram o processo de PSSF de 10 h com concentracdo de sélidos (13-16%) de fibra
de cana pré-tratada e obtiveram resultados melhores quando comparados ao processo de SSF.
No estudo realizado usando-se oliveira pré-tratada,os autores relataram que a pré-hidrolise
antes da sacarificacdo simultanea e da fermentacédo facilitou o desempenho de SSF com alta
carga de substrato (17%) e etanol rendendo cerca de 50% do teérico (MANZANARES et al.,
2011).HOYER et al. (2013), realizando uma sacarificagdo e fermentagdo simultaneas de
madeira de uma conifera, observaram que a adicdo de uma etapa de pré-hidroélise de 22 horas
elevou a eficiéncia de processo para 72%. BARROS et al. (2017) ao realizar o processo de
PSSF com bagaco de caju pré-tratado com &cido seguido de alcali, ndo obteve um aumento na
eficiéncia do processo quando comparado ao processo de SSF.

Dessa forma, a presenca ou ndo da etapa de pre-hidrolise deve ser avaliada em um
processo de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas para a obtencdo de maiores rendimentos

na producdo de etanol.



35

2-Revisao Bibliografica

Estudos de estratégias de alimentacdo de substrato durante o processo de sacarificacao
e fermentacdo simultanea (SSF em batelada alimentada) tém sido reportados na literatura
como uma estratégia vidvel na producdo de etanol. Esta configuracdo de processo tem o
objetivo de aumentar a concentracdo de etanol no processo e, a0 mesmo tempo, eliminar
problemas relacionados a inibicdo da atividade enzimatica e/ou fermentativa, devido a
elevadas concentragcbes de substrato, produto e inibidores nos processos em batelada
(RUDOLF et al., 2005; LIU et al., 2010; ZHANG et al., 2010; YANG et al., 2010; PESSANI
etal., 2011; FRADEN et al., 2013; PAULOVA et al., 2014).

ZHANG et al. (2010) avaliaram o efeito da batelada alimentada na produgéo de etanol
a partir de espiga de milho pré-tratada com &cido-base, visando diminuir problemas de
elevada viscosidade causada pela alta concentracdo de substrato seco. Segundo ZHANG et al.
(2010) elevadas concentracdes de etanol sdo oriundas de elevadas cargas de solidos. Apds
uma pre-hidrolise de 24 h a 50 °C, houve um aumento na producgao de etanol com producéo
de 84,7 g.L™ frente a produc&o por SSF sem alimentagdo de 69,2 g/L..

LIU et al (2010) realizaram estudos de producdo de etanol em batelada alimentada a
partir de residuos de sabugo de milho, comparando a eficiéncia do mesmo com dados da
literatura em batelada. Foram realizadas varias estratégias de alimentagdo partindo de 6% de
solidos e atingindo 9,9%; 11,3%; 12,4%; 13,4%;14,2% e 15,0% de total de sélidos secos,
sendo dosada celulase durante as alimentacdes. O autor obteve, com a carga total de 15%, a
maior concentracio de etanol (579.L?) e conversdo de celulose tedrica de 85%. Os autores
descreveram que uma elevada concentracdo inicial de substrato no meio de sacarificacdo e
fermentacdo simultdneas pode interferir negativamente na hidrélise da celulose, devido a
problemas com a transferéncia de massa, e que sdo necessarias estratégias de alimentacdo de
substrato de forma a prevenir inibicdes inerentes ao processo, tanto pelo substrato como pelo
produto.

BARROS et al. (2017) realizaram o processo de batelada alimentada utilizando como
substrato afibra de caju pré-tratada com acido-base e K. marxianus ATCC36907. No processo
relatado pelos autores, o processo de SSF foi iniciado com uma carga de 10% de substrato e
adicdes de 12 em 12 h de substrato, sem adi¢cdo de enzimas, até que fosse obtida uma carga
final de 20% em solidos. Foram obtidos aproximadamente 68g.L* de etanol, correspondendo
a uma eficiéncia de 80,64%. Estes autores também realizaram uma comparacdo de trés

estratégias de alimentacdo e mesmo aumentando a carga de sélidos final para 25%, ndo foi
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possivel aumentar a concentracéo final de etanol, obtendo 67,87g.L™. Isso da um indicativo
de um possivel limite de tolerancia para a levedura K. marxianus ATCC36907 em torno de 68
g.Lde etanol no caldo fermentado.

Nesse sentido, visando produzir etanol por processo de SSF utilizando a fibra de caju,
objeto deste trabalho, conduziu-se o processo em diferentes configuragOes, variando-se

pardmetros operacionais com o intuito de aumentar a producdo deste biocombustivel.
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3. MATERIAL E METODOS

Nesse trabalho estudou-se a producdo de etanol a partir da fibra de caju pré-tratada
com peroxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA) através do processo de Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultdneas (SSF) em diferentes estratégias (Figura 3.1). Inicialmente
avaliaram-se os efeitos da carga de solidos e da temperatura nos processos de SSF em
batelada, em seguida foram avaliados os efeitos da etapa de pré-hidrolise no processo de SSF.
Realizou-se um estudo do efeito da alimenta¢do com substrato (FC-PHA) no processo de SSF.
Estudos de cargas enziméticas foram avaliados, visando uma economia no processo antes de
aumentarmos a escala para um biorreator. No biorreator foram realizados ensaios de produgéo
de etanol por SSF em batelada e batelada alimentada. No presente trabalho, a lignina foi

extraida do licor obtido ap6s o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio e caracterizada.
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Figura 3.1 Fluxograma do estudo de produgéo de etanol por SSF utilizando diferentes

estratégias.
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A levedura K. marxianus ATCC36907, obtida de uma colecdo de culturas Norte-

Americana e adquirida com recursos de projeto, foi utilizada nesta pesquisa, baseando-se no

desempenho deste microrganismo obtido dos estudos realizados por RODRIGUES et al.

(2016)

e BARROS et al. (2017).
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3.1.1. Manutengao das células

Para manutencéo das células de K. marxianus ATCC36907, utilizou-se o meio agar
YEPD constituido por: 10 g.L? extrato de levedura, 20 g.L™ peptona, 20 g.L? glicose e 20
g.Lt 4gar. A cultura foi mantida em placa para estoque sob refrigeragdo a 4°C. A cada trés
meses foi realizada a manutencdo das células em estoque mantidas a -80 °C em meio Agar
YEPD (40% glicerol).

3.2Complexo enzimatico

Nesse estudo foi utilizado o complexo enzimatico Cellic CTec2 cordialmente doado
pela empresa Novozymes (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) na forma de extrato

enzimatico.

3.2.1 Determinacéo da atividade de Celulases no Complexo Enzimético

Na determinacdo da atividade de celulases, a atividade foi expressa em unidades de
papel de filtro (FPU) por mL do complexo segundo a metodologia proposta por GHOSE
(1987). Em tubos de ensaio, adicionou-se tiras de 1 cm x 6 cm (50 mg) de papel de filtro
Whatman n° 1 e 1,0 mL de tampdo citrato de sédio na concentracdo de 50 mM e pH 4,8, para
pré-incubacdo a 50 °C. Em seguida, a reacdo de hidrdlise foi iniciada pela adicdo de 0,5 mL
de diferentes diluicbes enzimaticas. Nas mesmas condicdes experimentais, realizou-se a
reacdo do branco das diluicGes enzimaticas (sem a presenca do substrato) e branco do
substrato (sem a presenca da enzima). Apds 60 min, as reacGes foram interrompidas com 3
mL do reagente DNS (MILLER, 1959) e fervidas durante 5 min. Logo apds, foram
adicionados 20 mL de &gua destilada em cada tubo e a leitura da absorbancia feita a 540 nm
em espectrofotdbmetro. A concentracdo de glicose liberada no meio foi determinada utilizando
uma curva padrdo de glicose. A atividade de celulase obtida no complexo Cellic CTec 2 foi
232,43 FPU.mL™.
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3.3 Material lignocelulésico

A Fibra de Caju (FC) foi gentilmente cedido pela Industria de Processamento de Sucos
Jandaia localizada em Pacajus no Ceard, Brasil. AFC foi lavada trés vezes com agua e seca a
60°C por 24 h, triturado e padronizado os grédos por peneiramento (Mesh 20-80
correspondendo a 0,25-0,84 mm), em seguida estocado a temperatura ambiente para

realizacéo do pré-tratamento.

3.4 Pré-tratamento da Fibra de Caju

O pré-tratamento foi realizado de acordo com a metodologia citada por CORREIA et
al. (2015), utilizando peréxido de hidrogénio a uma concentragdo de 4,3% v.vl. O pH da
solugdo foi ajustado para 11,5 com NaOH 6 mol.Lt. O pré-tratamento foi conduzido em
agitador orbital a 35 °C,250 rpm por 6 horas, em frasco Erlenmeyer de 250 mL com 150 mL
de volume reacional e uma porcentagem de sélidos de 5% m/v. Apo6s, separou-se o liquido do
solido por filtracdo a vacuo. A fracdo sélida (FC-PHA) foi lavada até atingir o pH adequado
para a hidrdlise enzimatica em seguida seca em estufa a 60 °C por 24 h, triturado e
padronizado os gréos por peneiramento (Mesh 20-80 correspondendo a 0,25-0,84 mm), em
seguida estocado a temperatura ambiente para realiza¢do dos experimentos.

3.5 Caracterizacdo da matéria-prima

A Fibra de Caju (FC), antes e ap0s o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio
alcalino (FC-PHA), foi caracterizado quanto a sua composicdo de celulose, hemicelulose e
lignina, segundo a metodologia de Gouveia e colaboradores (GOUVEIA et al., 2009),
validada para caracterizacdo de fibra de cana-de-agUcar. Também, realizou-se analise de
extraiveis (ceras e gorduras) e a determinag&o de solidos totais e cinza conforme descritos nos
protocolos da National Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42619(SLUITER et al.,
2008a) e NREL/TP-510-42621(SLUITER et al., 2008Db), respectivamente.
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3.5.1 Determinacdo de Solidos Totais

O teor de sélidos totais foi determinado segundo a metodologia descrita por National
Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42621 (SLUITERet al., 2008b). Num cadinho
de25 mL, previamente pesado, adicionou-se 3 g + 0,1 mg da amostra e em seguida foi
aquecido em estufa a 105°C por 4 h. Apds esse periodo o material foi retirado da estufa e
esfriado a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em um dessecador por 1 h para
efetuar a pesagem. Colocou-se a amostra novamente na estufa a 105°C e secou-se até peso
constante. O peso constante foi definido como * 0,1% de alteracdo no peso dos solidos sobre
uma hora de re-aquecimento da amostra. A percentagem de solidos totais (ST) foi

determinada segundo a Equacéo 3.1.

% Solidos Totais = |1 — Zumpa=MSECA) | o 9y (3.1)

MimIDA

3.5.2 Determinacao de Extraiveis

A percentagem dos extraiveis do material lignoceluldsico foi determinada pelo método
de Sohlext,usando-se 5g da amostra, adicionado em cartuchos de papel, sendo realizada a
extragdo com 80 mL de etanol 95% v.v'! a 80°C por 8 h em um determinador de éleos e
gorduras (Tecnal, TE — 044-5/50). Ap0s a extracdo, os reboilers previamente pesados, que
continham o solvente e o extrato, foram adicionados em estufa com circulacdo de ar (Tecnal,
TE — 394/1) a 60°C por 24 h e apds esse periodo foi adicionado em dessecador por 1 h para
pesagem. A Equacdo 3.2 apresenta a expressao utilizada para determinar a percentagem de
extraiveis, sendo m; a massa inicial do reboiler, msa massa final do reboiler e ST a massa de

solidos totais.
% Extraiveis = (m‘;—Tmf) x 100 (3.2)

3.5.3 Determinagéo do teor de glucana, xilana, lignina solavel e inibidores

Para determinacdo do teor de glucana e xilana presentes nas amostras de fibra de caju

in natura e pré-tratada, foram utilizados 2 g de FC livre de gorduras e ceras, pesadas com
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precisdo de 0,1 mg, em seguida transferidas para béqueres de 100 mL e tratadas com 10 mL
de H2S04 72% v.v'!, sob vigorosa agitagdo, em um banho termostatizado a 45 °C por 7 min.
As amostras foram transferidas quantitativamente para frascos Erlenmeyers de 500 mL,
adicionando-se o volume de 275 mL de &gua destilada. Apés, as amostras foram hidrolisadas
em autoclave a 121 °C por 30 min. Apo6s a descompressdo da autoclave, os frascos foram
retirados e resfriados a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), sendo a fragdo solida
separada da fracdo 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 solugdo foi armazenada para analises posteriores de
carboidratos, &cidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural e lignina soltvel. A fracéo sélida
foi retida e armazenada para posterior analise de lignina insoltvel.

Para a analise dos carboidratos (glucana e xilana), furfural, hidroximetilfurfural e
acidos organicos (acético e formico), utilizaram-se a fracdo liquida do hidrolisado, e a
concentracdo foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando um
sistema de CLAE (Waters, Milford, MA, E.U.A.) equipado com um detector de indice de
refracdo Waters 2414 e com uma coluna Aminex HPX-87H (Bio Rad, Hercules, CA, USA).
O eluente foi H2SO4 5 mM em 4gua deionizada (MiliQ, Millipore) com vaz&o de 0,5 mL.min’
1 a 65°C. As concentragdes de cada componente sdo obtidas através de curvas de calibragio
que correlacionam concentracdes dos padrfes com as respectivas areas dos cromatogramas.

Para determinacdo de glucana e xilana utilizaram-se as concentracfes decarboidratos e
acidos organicos obtidos, usando-se os fatores de conversdo para converter amassa desses
compostos em massa de glucana e xilana. Esses fatores sdo baseados na estequiometria de
conversdo em seus compostos percursores. Os fatores utilizados para obter a percentagem de
glucana foram 0,95, 0,90, 3,09 e 1,29 para celobiose, glicose, acido férmico e
hidroximetilfurfural, respectivamente. Na determinacdo da percentagem de xilana, os fatores
foram 0,88, 0,88, 1,37 e 0,72 para xilose, arabinose, furfural e acido acético, respectivamente.
As Equacdes 3.3 e 3.4apresentam as expressOes utilizadas para determinar a percentagem de

glucana e xilana:

Glucana (%) — mcelabiuseX0v95+mglicoseXOigijwmac.férmicoX3'09+mHMFX1v29 x 100(33)

Xilana (%) — mxilaseX0r88+ma‘rabinoseX0'88+Sn;ac.acético><1r37+mFurfural><0v72 x 100(34)
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A quantidade de lignina soltvel foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm

em espectrofotdbmetro. O célculo da lignina soltvel foi determinado conforme a Equacéo 3.5:

Ciig = 4,187 X 1072(Ay — Apg) — 3,279 x 107* (3.5

sendo: Ciig - concentracdo de lignina soltivel, em g.L?; At - absorbéncia da fracdo liquida
obtida da hidrdlise junto com os produtos de degradacdo, em 280 nm; Apd = C1€1 + C2€2 .
representa a absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢do dos acucares (furfural e
HMF), cujas concentracbes c1: e cp foram determinadas previamente por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e €1 e € sdo as absortividades e valem,
respectivamente, 146,85 e 114,00 L g* cm™.

3.5.4Determinacéo de lignina insoltvel

O material retido no papel de filtro (fracdo solida) foi lavado com aproximadamente
1500 mL de agua destilada, para secagem em estufa a 100 °C até massa constante. A
percentagem de lignina insoltvel foi calculada em relacdo a massa de amostra seca conforme

a Equacao 3.6:

="M w100 (3.6)

sendo: Li — Lignina insolGvel; M — massa de lignina insolavel seca; Mc — massa de cinzas

presente na lignina ; Ma — massa da amostra seca.
3.5.5 Determinagéo de cinzas

Apos a determinacgdo da lignina insoltvel em meio &cido, 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 (EDG 3P-S). Na
determinacdo das cinzas totais, pesaram-se aproximadamente 2 g da fibra em cadinho de
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porcelana previamente tarado. Por diferenga de massa, o teor de cinzas da lignina insoltvel e

das cinzas totais foi determinado conforme a Equacéo 3.7:

% Cinzas = Z_ X 100 (3.7)

a

Sendo: % cinzas — percentual em massa de cinzas; M. — massa de cinzas (diferenga entre a

massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio); Ma — massa da amostra base seca.
3.6 Sacarificacdo e Fermentagdo Simultanea (SSF) em agitador orbital (SSF)

A fibra de caju pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA) foi suspensa em
100 mL de tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,8), em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, e
suplementado com (NH4)2SOs 1,0 g.L?! e extrato de levedura 1,0 g.L™Y. Em seguida,
esterilizou-se este meio em autoclave a 110 °C durante 10 min. O processo SSF foi iniciado
por adicdo do complexo enzimatico Cellic CTec 2 (atividade 232,43 FPU.mL*) com carga de
30 FPU.grc-pHa™t € em seguida pela inoculacdo de 5,0 g.L de massa celular da levedura
K.marxianus ATCC 36907, e realizado em um agitador orbital (Tecnal - TE 422, SP, Brasil) a
150 rpm por 72 h. A quantidade de sélidos (FC-PHA) e a temperatura do processo foram
pardmetros estudados no trabalho. Os ensaios foram realizados em triplicata e amostras (1,0
mL) foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a analise de glicose,
xilose e etanol.

A concentracdo dos carboidratos (glicose e xilose) e etanol foram medidas através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, em um sistema de CLAE (Waters, Milford, MA,
EUA) equipado com um detector de indice de refracdo Waters 2414 e coluna Aminex HPX-
87H a 65°C, sendo o eluente H,SOs a 5 mmoL.L™? e vazdo de 0,5 mL.min . O volume de
injecdo das amostras foi 20 pL e os picos foram comparados com o tempo de retengdo dos

padroes.
3.6.1 Obtencéo de massa celular para a condugao dos processos SSF

Para a propagacao do indculo,as leveduras foram inicialmente ativadas em meio agar

YEPD (contendo: extrato delevedura 10 g.L%, glicose 20,0 g.L, peptona 20,0 g.L! e agar
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20,0 g.LY) e incubada a 30 °C por 48h. Em seguida, transferiram-se trés alcadas da cultura
para 100 mL de meio YEPD caldo (contendo: extrato de levedura 10 g.L™?, glicose 20,0 g.L™!
e peptona 20,0 g.L"")com pH ajustado para 4,5 e as culturas foram mantidas a 30 °C, 150 rpm
por 24 h e apds centrifugadas a 6.000 rpm por 10 min para se obter a biomassa celular inicial
dos processos de SSF.

Foram feitas analises para determinacdo do teor de umidade presente nas células de
biomassa. Amostras de 3g de células imidas obtidas do processo de centrifugacdo do indculo
foram lavadas com 20 mL de &gua destilada para remocéao de excedente de meio de cultura, e
novamente centrifugado (6.000 rpm/15minutos) e seco a 60°C em estufa até peso constante.
Pelo célculo do peso seco foi determinada o teor de umidade das células. Como resultado, o
teor de 2,7 g celula amida €quivale a 1,0 geeluta seca. O indculo foi adicionado ao meio reacional

com base na massa Umida obtida.

3.6.2 Efeito comparativo da SSF utilizando fibra de caju pré-tratato seco e umido

Para a realizacdo desse estudo foi necessario calcular o nivel de umidade do FC-PHA.
Em um cadinho de25 mL, previamente pesado, adicionou-se 3 g + 0,1 mg FC-PHA Umido e
em seguida foi aquecido em estufa a 50°C por 24 h. Apos esse periodo o material foi retirado
e esfriado a temperatura ambiente (25 °C) em um dessecador por aproximadamente 1 h para
efetuar a pesagem. Colocou-se a amostra novamente na estufa a 50°C e secou-se até massa

constante. A percentagem de umidade foi determinada segundo a Equacéo 3.8.

% Umidadegc_pya = (mGM;:;A;IZSECA) x100 (3.8)

Apbs o calculo da umidade do FC-PHA, seguiu-se para realizacdo do estudo
comparativo de SSF utilizado a fibra pré-tratada imido e com fibra pré-tratada seco. Para este
estudo foram utilizados 50% m.v' do FC-PHA (mido e 5% m.v? do FC-PHA seco. O
processo de SSF foi conduzido a 45 °C, 150 rpm por 72 horas e as demais condi¢cbes como

descritas no item 3.6.
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3.6.3Estudo do efeito da carga de sélidos no processo SSF.

Utilizando a metodologia citada no item 3.6, foram realizados os estudos do efeito da
carga de FC-PHA: 2,0, 3,0, 4,0 e 4,5 geelulose/ 200 mL meio, correspondendo a 4,52, 6,79,9,05 e
10,0 grc-pHA/100 mL, fixando a temperatura a 45°C.

3.6.4 Estudo do efeito da temperatura no processo SSF

Este estudo foi realizado para determinar o efeito da temperatura na producdo de
etanol usando o processo SSF. Foram estudadas as temperaturas 37 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C
seguindo a metodologia supracitada no item 3.6. Nesse estudo utilizou-se uma carga de

solidos de 4,5 geelulose/200 mL meio, correspondendo a 10,0 grc-pHA/100 mL.

3.7 Avaliacdo da etapa de Pré-sacarificacdo no processo SSF (PSSF)

Para avaliar o efeito de uma pré-hidrélise no processo SSF, selecionou-se as melhores
condicBes obtidas nos estudos anteriores. A pré-sacarificacdo foi realizada a 45 °C com a
adicdo do complexo enzimatico Cellic CTec 2, utilizando uma carga de 30 FPU celulase. grc-
anpl, avaliando diferentes tempos de pré-hidrolise: 12 h e 24 h. Ap6s o periodo de pré-
hidrdlise, adicionou-se as massa celular de K. marxianus na concentragéo de 5 g.L %, dando

inicio ao processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea como descrito no item 3.6.

3.8 Avaliacédo de estratégias de alimentacdo durante o processo SSF

Estratégias de alimentacdo foram desenvolvidas com o objetivo de buscar amenizar
efeitos inibitorios atrelados a processos em batelada. A fibra de caju pré-tratada com peroxido
de hidrogénio alcalino (FC-PHA) foi adicionado ao meio no inicio e durante o processo de
SSF de acordo com diferentes estratégias citadas posteriormente (Tabelas 3.1 e 3.2), sendo
suspensos em 100 mL de tampdo citrato de sédio 50 mM (pH 4,8), suplementado com
(NH4)2S04 1,0 g.L ! e extrato de levedura 1,0 g.L™. O meio foi esterilizado em autoclave a
110 °C durante 10 min. A enzima (Cellic CTec 2) foi adicionada ao meio com carga de 30
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FPU.grcpuae em seguida 5,0 g.L™ de biomassa celular (K. marxianus ATCC 36907)
também foram acrescentados, e 0 processo ocorreu a 45°C, 150 rpm em agitacdo orbital
(Tecnal - TE 422, SP, Brasil) por 72 h. Os experimentos foram realizados em triplicata e
amostras (1,0 mL) foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a
andlise de glicose, xilose e etanol conforme descrito em 3.6.

Inicialmente, quatro perfis de alimentacdo diferentes foram investigados com. cargas
iniciais de 5,0% m/v de FC-PHA e parte do substrato foi alimentado durante o processo em
diferentes tempos, até obter uma carga final de 10,0% m/v. As estratégias executadas estdo

apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Estratégias de alimentagdo de FC-PHA durante o processo de Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultaneas conduzido a 45 °C, 150 rpm e 72 h, visando obter uma carga final
de 10,0% m/v FC-PHA.

Alimentagdes de substrato
Carga inicial de % miv Carga final de
6h 12h 24 h
FB1 5,0 25 2,5 - 10,0
FB2 5.0 . 25 25 10,0
FB3 5,0 5,0 . . 10,0
FB4 5,0 - 5,0 - 10,0

Visando aumentar a carga final de fibra utilizada no processo de fed-batch, foram
realizados experimentos aumentando a carga inicial e a carga alimentada durante 48 h,

conforme estratégias apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 Estratégias de alimentacdo de FC-PHA durante o processo de Sacarificacdo e
Fermentacdo Simultaneas conduzido a 45 °C, 150 rpm e 72 h, visando obter uma carga final
maior que 10% m/vFC-PHA.

Alimentagdes de substrato% m/v

Carga inicial Carga final de
. de FC-PHA% FC-PHA%
Estratégias m/v) miv
6h |12h | 24h | 36h |48h
FBS5 6,0 - 20 | 20 2,0 2,0 14,0
FB6 6,0 - 30 | 30 3,0 3,0 18,0
FB7 10,0 2,0 - 2,0 - - 14,0
FB8 10,0 - 4,0 - - - 14,0
FB9 10,0 - 4,0 - - 14,0
FB10 10,0 - 40 | 40 - - 18,0
FB11 10,0 - - 4,0 - 4,0 18,0

3.9 Teste de inibicéo por etanol

Esse teste foi realizado para verificar se a concentracdao de etanol produzida durante a

SSF tem efeito inibitorio no processo. Foram adicionados concentracdes iniciais de etanol de
159.L %, 20 g.L?, 40 g.L ! e 60 g.L* a0 meio contendo 100 mL de tamp&o citrato de sédio 50

mM (pH 4,8), suplementado com (NH4)2SO4 1,0 g.L ! e extrato de levedura 1,0 g.L . Esse

teste, diferentemente do processo de SSF, ndo contou com a adi¢do de fibra no meio e sim

com uma concentragdo de 30 g.L™ de glicose adicionada no inicio do processo fermentativo e

5 g.L? de indculo. Foi realizado um ensaio como controle do processo, seguindo a mesma

metodologia, sem a adi¢do do etanol. Os resultados da inibicdo das concentracGes de etanol

foram baseados na taxa de consumo de glicose do decorrer de 12h e no aumento da producdo

de etanol. Os ensaios ocorreram a 45 °C e 150 rpm em triplicata.
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3.10 Estudo do efeito da carga enzimatica no processo de SSF

Visando um aumento de escala do processo e uma economia no que se refere a carga
enzimatica utilizada, foi realizado um estudo comparativo de quatro cargas enzimaticas (30
FPU.grcpHa 25 FPU.grcpHa™,15 FPU.grcpial € 10 FPU.grcpHal) NO processo de
SSF.Inicialmente, 10% m.v! FC-PHA foi suspenso em 100 mL de tampao citrato de sodio 50
mM (pH 4,8), em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, e suplementado com (NH4)2S04 1,0 g.L™!
e extrato de levedura 1,0 g.Lt. Em seguida, esterilizou-se este meio em autoclave a 110 °C
durante 10 min. O processo SSF foi iniciado por adi¢do do complexo enzimético Cellic CTec
2 nas cargas citadas anteriormente, seguido pela inoculagdo de 5,0 g.L de biomassa de K.
marxianus ATCC 36907, incubado a 45 °C e 150 rpm em agitacdo orbital (Tecnal - TE 422,
SP, Brasil) por 72 h. Os ensaios foram realizados em triplicata e amostras (1,0 mL) foram
coletadas em intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a anlise de glicose, xilose e
etanol conforme descrito no topico 3.6.

3.11 Producéo de etanol por SSF em escala de biorreator

Essa etapa do trabalho foi realizada em biorreator de bancada comercial Tec-Bio,
modelo 1.5, fabricado pela empresa Tecnal (SP, Brasil), com 1L de disponibilidade no vaso
reacional com banho térmico, chicanas equidistantes e sistema de agitacdo com trés
impelidores tipo hélice com poténcia ajustavel. Afibra de caju pré-tratada com peréxido de
hidrogénio alcalino (FC-PHA) foi suspenso em 750 mL de tampéo citrato de s6dio 50 mM
(pH 4,8), e suplementado com (NH4)2SO4 1,0 g.L? e extrato de levedura 1,0 g.L. Em
seguida esterilizou-se este meio em autoclave a 110 °C durante 10 min. O processo SSF em
biorreator foi realizado sem aeracaoe iniciado por adicdo do FC-PHAconforme Tabela 3.3,
seguido do complexo enzimatico Cellic CTec 2 com carga de 15 FPU/ grc-pHa finalizado pela
inoculagdo de 5,0 g.L ™ de biomassa da levedura K. marxianus ATCC 36907, incubado 45°C.
Foi realizada uma rampa de agitacdo:500 rpm na primeirasl2 horas e em seguida a agitacéo
foi reduzida para 200 rpm até 72 h de processo. Amostras foram coletadas em intervalos de
tempo pre-definidos e submetidas a analise de glicose, xilose e etanol conforme descrito no

topico 3.6.
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Tabela 3.3 Processos SSF realizados em biorreator em sistema batelada (Ensaio 1) e batelada
alimentada (Ensaios 2, 3 e 4) a 45 °C, a 500 rpm nas primeiras 12 horas e em seguida 200 rpm

até 72 h de processo.

Alimentacdes de substrato %

_ Carga inicial de miv Carga final de
Ensaiosem | FC-PHA(% m/v) FC-PHA % m/v
biorreator

12 h 24 h 48 h

01 10,0 - - - 10,0

02 10,0 - 4,0 - 14,0

03 10,0 4,0 4,0 - 18,0

04 10,0 - 4,0 4,0 18,0

3.12 Determinacao dos parametros de conversao
3.12.1 Eficiéncia do processo (i)

Este parametro expressa a conversdo total da celulose em etanol realizada no processo
de Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas, sendo o indicativo da eficiéncia de processo e
expresso através da Equacdo 3.9, de acordo com o protocolo NREL/TP-510-42630 da
National Renewable Energy Laboratory (DOWE et al, 2001).

EtOH, (g.L™") - EtOH, (g.L ™)

3.9)
x100 ¢
[Celulose, ., X Mec_pua(9.L7) x111]x 0,511

(%) =

Sendo, EtOH: (g.L™) = Concentracéo final de etanol EtOHo (g.L 1) = Concentracio inicial de
etanol; Celuloseinicial = fracdo de celulose presente na FC-PHA mec-pha(g.L™2) = concentracéo
de FB-PHA seca no meio reacional; 1,11 é o fator de conversédo de celulose emglicose;0,511 é
o fator de converséo de glicose em etanol de acordo com a estequiometria da fermentacéo,

sendo um limite teérico.
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3.12.2 Rendimento (getanol/Jcelulose)

O rendimento nos processos de SSF foi calculado como uma relacdo entre a
quantidade de etanol produzida em g.L e a quantidade total de celulose cedida ao processo
emg.L L.

3.12.3 Produtividade de etanol

A produtividade nos processos de SSF foi calculada como uma relacdo entre a

producdo méxima de etanol no processo e o tempo no qual ocorreu essa producao.

3.13 Extracdo eCaracterizacdoda lignina obtida no pré-tratamento da fibra de caju com

perdxido de hidrogénio alcalino.

Como descrito no item 3.4, ap0s o pré-tratamento da fibra de caju, foram obtidos duas
fases: uma so6lida, a fibra pré-tratada e uma fracdo liquida na qual continha o licor rico em
lignina. A lignina foi extraida do licor obtido ap6s o pré-tratamento e em seguida foi

caracterizada.

3.13.1 Extracéo da lignina

O processo de extracdo da lignina ocorreu por precipitacdo acida, adicionando 1 mol/L
H>SO4, até obter o pH igual a 2,a solu¢do ficou em repouso overnight e em seguida foi
centrifugada a 6.000 rpm por 15 min(RABELO et al., 2014).A lignina obtida foi lavada
adicionando 40 mL de 4&gua destilada, ressuspendida e levada novamente para
centrifugacdo(6.000 rpm por 15 min). O processo de lavagem da lignina com 4gua destilada
foi realizado trés vezes e em seguida a lignina foi seca a 50°C em estufa com circulacao de ar
(TECNAL TE-394/1) para entéo ser caracterizada.

3.13.2 Caracterizagao da Lignina

3.13.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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Essa analise foi realizada com a lignina seca e em seguida foi realizada a montagem da
amostra ou disposi¢do em stubs e entdo foi realizada a metalizacdo, que € o revestimento da
amostra com ouro, usando pulverizagdo catddica utilizando a Metalizadora QT150 ES —
Quorume. A anélise microscopica foi realizada no Microscopio Eletrénico de Varredura
Quanta 450 FEG, disponivel na Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.

3.13.2.2 Analise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de se analisar a estrutura quimica da lignina realizou-se analises de
Infravermelho com Transformada de Fourier. Para as analises, pastilhas de KBr foram
preparadas contendo 80 mg de KBr e 2,7 mg de amostra. Esta metodologia de preparacao de
amostras foi padronizada para as fracdes visando minimizar os erros experimentais associados
a preparagdo de amostras para FTIR.

Todos os espectros foram obtidos usando um espectrémetro FTIR (Varian/ 620-IR), na
regido de comprimento de onda de 4000-400 cm™ com uma resolugéo de 4 cm™ e registrados
como absorbancia. Essa analise foi realizada no Laboratério Multiusuario de Quimica de
Produtos Naturais (LMQPN) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria- Agroindustria

Tropical.

3.13.2.3 Analise Imediata

Para a determinacdo da umidade, teor de volateis, teor de carbono fixo e teor de cinzas
das amostras, a analise imediata foi realizada com aproximadamente 2 g de material no
analisador termogravimétrico TGA701 LECO, disponivel no Grupo de Catalise e Célula a
Combustivel do Departamento de Engenharia Quimica, dos Materiais e da Producédo

Industrial da Universidade de Népoles Federico Il (Italia).

3.13.2.4 Anélise Elementar

A Analise Elementar é uma técnica para determinacdo da composicdo elementar em

termos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio de uma amostra. Seu funcionamento ¢
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baseado no método de Pregl-Dumas, no qual as amostras sdo sujeitas a combustdo em uma
atmosfera de oxigénio puro, e 0s gases resultantes dessa combustdo sdo quantificados.

Para a realizacdo da andlise, aliquotas das amostras foram secas overnight a 105 °C.
Em seguida, essas amostras foram inseridas no analisador CHNS/O PE2400 Perkin Elmer,
disponivel na Universita di Napoli Federico Il em Napoles — Italia, juntamente com os dados
de massa de cada amostra.

3.13.2.5 Analise Termogravimétrica

Para avaliar as mudangas em massa e os efeitos térmicos nas amostras de lignina
foram realizadas andlises termogravimétricas. Na Andlise Termogravimétrica é realizado o
monitoramento da perda ou agregacdo de massa numa amostra em funcédo da temperatura ou
do tempo, num ambiente de atmosfera controlada, que pode ser nitrogénio ou ar sintético.

A estabilidade das amostras foram testadas com uso do equipamento Jupter STA 409
Netzsch submetidas a faixa de temperatura de 30 °C — 900°C com taxa de aquecimento de 10
K.min! sob atmosfera N.. Essas analises foram realizadas no laboratdrio de caracterizacéo e

propriedade dos cristais, bloco 928, Departamento de Fisica,Universidade Federal do Ceara.

3.14 Andlise Estatistica

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente utilizando uma analise de
variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% e uma probabilidade de 5% (p<0,05).
Testes de Tukey também foram utilizados com nivel de confianca de 95%. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software Microcal Origin 8.1 (Microcal Software
Inc., Northampton, MA, EUA).
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4. Resultados e Discussdes

4.1 Caracterizacbes das fracdes obtidas do pré-tratamento com peroxido de

hidrogénio alcalino.

4.1.1 Caracterizacdo da fracao solida obtida ap6s o pré-tratamento com perdxido de
hidrogénio alcalino

A composicdo da fibra de caju in natura e apds o pré-tratamento estdo
apresentadas na Tabela 4.1. A andalise composicional da fibra de caju apresentada esta
de acordo com a composicdo obtida por outros autores para a mesma matéria
lignocelul6sica, a qual foi avaliada na producgdo de etanol de segunda geracdo (ROCHA
et al.,2011; CORREIA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016; BARROS et al.,2017).

E possivel observar que houve uma recuperacdo de sélido de 37,3+ 0,67% ap0s
lavagem da fibra, para total eliminacdo do peroxido, e secagem em estufa seguida de
padronizacdo granulométrica. Diversos estudos de pré-tratamento na literatura
apresentam uma menor recuperacdo de solidos quando comparado ao obtido no presente
estudo. BARROS et al. (2017) e RODRIGUES et al. (2016) realizaram um pré-
tratamento 4cido seguido de alcali da fibra de caju e obtiveram um rendimento de
apenas 9,34% em recuperacao de solidos.

Tabela 4.1Composicdo da fibra de caju ndo tratada (FC-in natura) e da fibra pré-tratada

com peroxido de hidrogénio alcalino (FC-PHA).

Componentes FC in natura (%) FC-PHA (%)
Celulose 20,56 £ 2,19 44,16 £ 0,29
Hemicelulose 10,17 + 0,89 18,27 + 0,07
Lignina 35,26 £0,9 2,91 +0,07
Extraiveis 7,79 +£0,60 4,87 +0,26
Cinzas 1,62 +0,07 5,87 +0,86

O pré-tratamento ndo alterou significativamente o percentual de umidade
presente na materia-prima. A fibra in natura apresenta 12,2% em umidade e apds o pré-
tratamento com o PHA reduziu para 10,8%. A quantidade de sélidos totais presente na

fibra de caju apresentou um pequeno aumento de 87,8% em sélidos no material in
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natura para 89,2% em solidos na fibra pré-tratada. A diminuicdo do teor de umidade da
fibra tratada pode ser explicada devido o peroxido de hidrogénio ser um agente
oxidante, tendo como alguns produtos da reacdo de oxirreducdo, 0 gas oxigénio e agua
(KARAGOZ et al., 2012).

A acdo oxidante do peroxido de hidrogénio também contribui para a
despolimerizacdo da lignina quebrando as ligacfes dessa molécula em componentes de
massa molecular menor (SELIG et al., 2009). O pré-tratamento com perdxido de
hidrogénio alcalino resultou numa diminuicdo do teor de lignina presente na fibra,
indicando que uma fracdo significativa da lignina foi removida (91,7% de remocéo).
Com a diminuicdo do teor de lignina, a porcentagem de celulose e hemicelulose
aumentaram de 20,56% e 10,17% m/m para 44,16% e 18,27% m/m, respectivamente.
Segundo CAO et al. (2012) e KARAGO?Z et al. (2012), o pré-tratamento com peroxido
de hidrogénio alcalino aumenta a eficiéncia na hidrélise enzimatica por promover a
deslignificacdo, sendo o pre-tratamento com PHA mais eficaz para a solubilizacdo da
lignina do que o pré-tratamento com outros &lcalis (CHEN et al., 2008). A remocéo ou
ruptura da lignina tem sido estabelecida como sendo essencial para bioconversao
eficiente de materiais lignocelulosicos em aclcares, sendo este o constituinte dos
lignoceluldsicos que negativamente influencia a hidrolise enziméatica da celulose.
Contudo diferentes aplicacfes da lignina estdo em investigacdo para obtencdo de
produtos com potencial de mercado (ALVIRA et al., 2010; RABELO et al., 2014).

No presente estudo, a fibra de caju livre de lignina apds acdo do pré-tratamento
com peroxido de hidrogénio alcalino foi aplicada em estudos de producao de etanol por

Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea.

4.1.2 Extracdo e caracterizacdo da lignina obtida a partir da fracdo liquida oriunda

do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino

A partir da fracdo liquida obtida apds o pré-tratamento da fibra de caju com
peréxido de hidrogénio alcalino foi extraida a lignina. A massa de lignina extraida foi
de 12,69 g para cada 100 g de fibra in natura e apresentou 6,65% de umidade.
RABELO et al. (2014) extrairam lignina a partir da fibra de cana de agucar pré-tratado

com peroxido de hidrogénio alcalino (7,36% v/v), 4% de sdlidos, por 1 horaa 25 °C e
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obtiveram 14,73 g para cada 100g de fibra in natura e umidade de 19,43%, sendo a
massa de lignina recuperada semelhante a massa obtida do presente estudo.

Foram realizadas analises imediatas da amostra de lignina extraida da fibra de
caju pré-tratada com peroxido de hidrogénio alcalino e obteve-se 6,93% de carbono
fixo, 78,34% de volateis e 8,88% de cinzas, bem como apresentou teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio de 47,57%; 6,86% e 5,60%, respectivamente. Os valores para
anélise elementar encontrados na literatura apresentam variagBes, possivelmente
causadas pela composicdo do material de origem da lignina bem como do processo de
extracdo. Por exemplo, KONDURI et al. (2015) estudaram a caracterizacéo da lignina
de madeira dura e obteve 0s seguintes teores de carbono: 64,76 %, hidrogénio 5,78% e
nitrogénio 0.03%.

A decomposicdo térmica da lignina é outro importante tépico a ser considerado
na sua caracterizacdo, este comportamento pode ser avaliados através de andlises
termogravimétricas (TGA). Na curva de TGA apresentada na Figura 4.1, a perda de
massa até 115 °C ocorre, principalmente, pela evaporacdo da agua e substancias de
baixo peso molecular, tais como monoxido e didxido de carbono. Ja a perda de massa
em torno de 200 °C é devido ao inicio da reacdo de pirélise da lignina. E acima de 300
°C normalmente ocorre a degradacdo da lignina, ocorrendo rupturas das ligacfes entre
unidades que resulta na perda de fenois. Acima de 400 °C ocorre a degradacao dos anéis
aromaticos. A massa ndo degradada possivelmente indica a formacdo de coque
(GORDOBIL et al., 2014).

A degradacdo da lignina é um processo complexo, onde ela se decomp®e
termicamente ao longo de um amplo intervalo de temperatura, devido ao fato de que os
varios grupos funcionais a base de oxigénio tém estabilidade térmica diferente
(LAURICHESSE e AVEROUS, 2014).
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Figura 4. 1 Estabilidade térmica da lignina extraida durante o pré-tratamento da fibra de
caju com peroxido de hidrogénio alcalino (4,3% v/v, pH 11,5, 5% de FB, 35 °C, 250
rpm por 6 h).
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Também, foi realizada a espectroscopia na regido do infravermelho da lignina
extraida. Essa é uma técnica amplamente utilizada para a caracterizacdo qualitativa da
lignina e seus derivados podendo ser usada como instrumento para compreender a
estrutura e 0s grupos quimicos alterados, removidos e/ou adicionados a esta (RAMESH
et al., 2004). Contudo, existem dificuldades em relagdo a interpretacdo dos espectros de
infravermelho da lignina, devido a influéncia de alguns fatores, como heterogeneidade
estrutural e modificacdes introduzidas no processo de separacao.

A Figura 4.2 apresenta o espectro de FTIR da lignina extraida e este demonstrou
um fracionamento bem-sucedido, pois as bandas encontram-se bem difinidas no gréfico.
A lignina obtida no presente estudo pode ser considerada uma lignina isenta de
carboidratos. Segundo LOPES et al. (2013), uma vez que ndo forem observadas bandas
caracteristicas a 897, 1046 e 1080 cm ! a lignina ndo apresenta carboidratos em sua
estrutura.

Uma forte vibragao foi observada na banda do nimero de onda a 1127 cm, que
é caracteristica da contribuicdo vibracional de trés tipos de grupos nomeada C-H em
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uma deformacdo plana, C= no estiramento das unidades de siringil, bem como os
alcodis secundarios presentes na lignina. A pequena banda a 1158 cm™ ¢ atribuida a
estiramento assimétrico de C—-O em ligagdes ésteres. Uma banda pode ser notada a 1654
cm que esta associada com a ligagdo dupla do carbono (C=); comprimento relacionado
a aril-cetona, presente na estrutura da lignina. Bandas em intensidades de absorcdo a
2852 e 2920 cm!, observadas no espectro da Figura 4.2, sdo caracteristicas dos grupos
CH, CH: e CHjs presentes em moléculas de hidrocarbonetos (LOPES et al., 2013).

Figura 4. 2 Espectro de FTIR da lignina extraida durante o pré-tratamento da fibra de
caju com peroxido de hidrogénio alcalino (4,3% v/v, pH 11.5), 5% de FC in natura, 35
°C, 250 rpm por 6 h.
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O espectro obtido apresenta bandas de absorcdo tipicas de lignina e semelhantes
as obtidas por RAMESH et al. (2004), SILVA et al. (2011) e LI et al. (2015). Os
autores supracitados concluiram em seus espectros que as bandas com absorbancia
maxima em 3430 cm™ representam estiramento de grupos OH, 2962 cm™ estiramento
CH de grupos metila ou metileno, 2854 cmlvibragio CH de grupos metila de metoxila,

1737 cmtestiramento C=0, 1666 cm™e 1550 cm™ vibragéo de anéis aromaticos.
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A Figura 4.3 apresenta imagens obtidas por MEV da lignina extraida da fibra de
caju. A lignina apresenta uma superficie compacta, rigida, irregular e arenosa.

Figura 4.3 Fotomicrografias obtidas por MEV da lignina extraida durante o pré-
tratamento da fibra de caju com perdxido de hidrogénio alcalino 4,3% v/v, pH 11,5, 5%
de FB, 35 °C, 250 rpm por 6 h. (A) amplia¢ao de 100x e barra de escala de 500 um; (B)
ampliacdo de 500x e barra de escala de 100 um; (C) ampliagédo de 2000x e barra de
escala de 30 um; e (D) ampliagdo de 10 000x e barra de escala de 5 um.

4.2 Analise comparativa da SSF realizada com FC-PHA seco e Umido

Este estudo foi realizado visando uma economia no processo de producdo de
etanol de segunda geracdo, com a eliminacdo da etapa de secagem que ocorre apds o
pré-tratamento, diminuindo o tempo do processo.

Inicialmente, calculou-se o teor de umidade da fibra de caju apds o pré-
tratamento. FC-PHA apresentou teor de umidade de 90,72%, sendo este um elevado
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teor, indicando que se trata de um material bastante higroscopico, o que podera
dificultar a transferéncia de massa no processo SSF. Portanto ao se realizar o processo
SSF com a fibra de caju Umida foi possivel uma adicdo de matéria-prima de somente
50% ao meio reacional, o que de acordo com o teor de umidade obtido, corresponde a
uma SSF utilizando 5% m/v em fibra seca.

A Figura 4.4 apresenta os resultados do processo de SSF utilizando os FC-PHA
umido e seco, utilizando a mesma base de seca.

Figura 4.4 Perfil da concentracdo de etanol (A) e da Conversdo de glicose (B) com o
tempo para o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdnea conduzida em
agitador orbital a 45 °C, 150 rpm por 72 horas, utilizando 30 FPU.grc.pHalda enzima
Cellic Ctec 2; 5 g.L™* de in6culo (K. marxianus ATCC36907). (A) 5% fibraseca e (A)
50% fibra umida.
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De acordo com a Figura 4.4 (A), pode-se perceber uma diferenca na producgéo de
etanol quando comparados a utilizagdo da fibra pré-tratada Umida e seca. Os perfis
apresentados na Figura 4.4 (A e B) mostram que ao se realizar o bioprocesso com 0
substrato umido, a producdo de etanol foi menor quando comparada & producdo com

fibra seca, possivelmente devido ao elevado teor higroscédpico evidenciado e relatado na
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literatura por CORREIA et al. (2013) e no que se refere a conversdo de glicose, o
processo utilizando fibra seca atingiu 80% de conversao apo6s 24 h (Figura 4.4B). Este
comportamento pode também ser explicado pelo fato de na fibra umida haver uma
maior dificuldade de contato entre a enzima e a celulose presente na estrutura da fibra,
devido a transferéncia de massa e efeitos difusionais reduzidos pela maior viscosidade
presente no meio reacional. A producdo de etanol foi maior quando se utilizou o FC-
PHA seco no processo de SSF, obtendo 9,85+0,13 g.L de etanol apds 24 horas de
processo, ja no processo utilizando fibra de caju tmida a maior producdo obtida foi 6,40
+ 0,43 g.L%ap6s 72 h de processo.

Em varios estudos relatados na literatura utiliza-se o material seco para a
producdo de etanol por SSF, como relatado por (PESSANI et al., 2011; YEH et al.,
2016; LEE E JIN, 2017). Portanto, nos processos de SSF desenvolvidos no presente
trabalho foi utilizada como matéria-prima a fibra de caju pré-tratada com peroxido de
hidrogénio alcalino e seca apds etapa de lavagem.

Assim como no estudo comparativo de utilizagdo do material tmido ou seco,
para a realizacdo dos experimentos posteriores no presente trabalho, realizou-se um
marxianusATCC36907.

Esse estudo teve como principal objetivo analisar o efeito inibitorio do etanol ao
microrganismoK.marxianusATCC36907, avaliando as concentragdes 15 g.L?, 20 g.L ™,
40 g.L! e 60 g.L'de etanol e 30 g.L? de glicose no inicio do processo. A taxa de
consumo de glicose, Figura 4.5 (B), e a taxa de producdo de etanol, Figura 4.5 (D),
foram parametros utilizados como resposta nesta etapa do estudo. Perfis de
concentracdo de glicose e etanol em funcdo do tempo encontram-se apresentados nas
Figuras 4.5 (A e B) e o perfil de conversdo de glicose na Figura 4.5 (E).

No ensaio utilizado como controle do processo (sem adi¢do de etanol em 0 h)
observa-se uma elevada conversdo da glicose (90%) em 12 h de processo (Figura 4.5E).
Os resultados mostram que para concentragdes de etanol de 15 g.L™ e 20 g.L? houve
um rapido consumo de glicose nas primeiras 6 h e consequentemente um aumento na
taxa de producéo de etanol. No entanto, para os ensaios contendo 40 g.L™" e 60 g.L* de
etanol no meio houve um retardamento na conversao de glicose e baixa producéo de

etanol. No que se refere & concentragdo de etanol durante o tempo, foi possivel concluir
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que quanto maior concentragdo inicial de etanol no meio, menor é sua taxa de producéo,
e para concentragBes iniciais de etanol de 40 g.L* e 60 g.L! ha inibigdo, observando
uma taxa de consumo de glicose (-rs = dS/dt) aproximadamente igual a zero (Figura

4.5B).

Figura 4.5 Perfis de concentracdo de glicose (A), taxa de consumo de glicose (B),
concentracdo de etanol (C), taxa de producdo de etanol (D) e conversdo de glicose,

realizados com 30 g.L de glicose inicial, 5 g.L de in6culo (K. marxianus ATCC
36907) a 45 °C, 150 rpm por 12 horas. Foram feitas adicdo de 0 g.L? (Controle) (#), 15
g.L1(m),209.L!(@),409.L(A) e60g.L" (V) de etanol no inicio do processo.
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Tempo (h)

No ensaio controle e adicionando 15 g.L'e 20 g.L? de etanol, as taxas de
consumo de glicose foram diferentes de zero ateé 6 h de processo, e foram diminuindo ao
aumentar a concentracdo de etanol inicial do meio de cultivo. Ja nos ensaios utilizando
uma concentracio inicial de 40 e 60 g.L! de etanol inicial, essas taxas cairam, com
valores proximos a zero.

A Figura 4.5D mostra que no processo com 60 g.L?, a taxa de producdo de
etanol foi praticamente nula, portanto conclui-se que 60 g.L™* de etanol inicial e 30 g.L™*
de glicose cedida ao meio como substrato para crescimento e metabolismo da K.
marxianus ATCC 36907 tem-se uma concentracao critica, onde a partir da qual ndo se
observa o consumo de glicose. Estudo de inibicdo por etanol vem sendo fonte de estudo
na literatura, ajudando na interpretacdo de resultados obtidos em processos
fermentativos. JIN et al. (2012) relatou em seus estudos que a inibicao por etanol possui

potencial na limitacdo da taxa de hidrélise enzimética e, consequentemente, afeta na
produtividade do processo.
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4.3. Efeito da carga de sélidos na SSF

Foi realizada a avaliacdo da carga de fibra de caju pré-tratada no processo de
SSF, visando uma maior producéo de etanol. Nas Figuras 4.6 (A-D) séo apresentados 0s
perfis de concentragdo de glicose, xilose e etanol ao longo do tempo utilizando cargas
de 4,52; 6,79; 9,05 e 10,0 g FC-PHA/100 mL meio. Em todos os experimentos, a
glicose produzida foi convertida em etanol, com uma pequena acumulacdo nas
primeiras horas de processo, isso implica em uma fase de adaptacdo da levedura ao
meio em que foi inserida. Apds as primeiras 24 h de processo, observa-se que a
levedura metabolizou a glicose em concomitancia disponibilizacdo desse acucar pela
hidrolise enzimatica da celulose oferecida ao processo (vide perfilnas Figuras 4.6 A-D).
PESSANIet al. (2011) estudaram a producdo de etanol por SSF e seus resultados
também mostraram um acumulo de glicose nas primeiras horas e apds 24 h pode-se
considerar que toda a glicose foi consumida.

Com o0 aumento da carga de sélidos houve uma maior disponibilidades dos
acucares e consequentemente, uma maior producdo de etanol. No entanto, ensaios
utilizando cargas maiores de solidos ndo foram possiveis ser realizados, devido ao
entumescimento da fibra de caju pré-tratada que aumenta consideravelmente a
viscosidade do meio, dificultando o processo de transferéncia de massa e
impossibilitando a realizacdo dos experimentos em agitador orbital.

Em relagcdo a concentracdo de xilose, observa-se que houve um acumulo do
acucar durante todas as fermentagdes, indicando que ndo houve consumo de xilose
durante o processo.Resultados semelhantes foramtambém obtido por outros autores
(LANE E MORRISSEY, 2010; LEE et al., 2013). ALBUQUERQUE et al. (2015)
estudaram o metabolismo da K. marxianusfrente ao agucar xilose e concluiram que
algumas cepas de K. marxianus, incluindo a cepa utilizada no presente estudo: K.
marxianus ATCC 36907, apresentam o metabolismo de xilose reprimido na presenca de

glicose.
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Figura 4.6 Perfis de concentracOes de glicose (), xilose (A) e etanol (m) com 0 tempo
para o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea conduzido em agitador
orbital a 150 rpm, 45 °C, utilizando 30 FPU/gec-pra (Cellic Ctec 2), 5 g.L™! de in6culo
(K. marxianus ATCC36907), por 72 horas usando diferentes cargas de s6lidos:4,52 (A),
6,79 (B), 9,05 (C) e 10,0 (D) grc-pHA/100 mL meio.
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As maiores concentracdes de etanol obtidas para cada carga de solidos foram
10,9; 15,4; 20,9 e 21,0 g.L! correspondendo a 96,27; 90,54; 92,20 e 83,84% do
rendimento tedrico (Tabela 4.2), com base no teor de celulosepresente nossubstratos
adicionados ao meio4,52, 6,79, 9,05 e 10,0 grcpHa/100 mL de meio. Os resultados
apresentados mostram que uma menor carga de solidos favorece no rendimento do
processo, pois se tem uma melhor interacdo entre enzima e substrato quando se trabalha
com uma baixa carga. Por outro lado, uma maior carga de fibra permite a obtencéo de
uma maior producdo de etanol, no que se refere a concentracio (g.L™?), isto ocorre
devido haver no meio uma maior quantidade de celulose a ser hidrolisada em glicose
porém a maior viscosidade apresentada pelo meio reacional, dificulta o acesso da
enzima ao substrato e com isso diminui o rendimento no processo.Uma maior
concentracdo de etanol também favorece a etapa posterior do processo, a destilacdo. A
maior concentragdo de etanol (21 g.L ) foi obtida na carga de 10% m/v em 48 horas de
processo, correspondendo a uma maior produtividade (0,43 g.L.h™!) quando comparadas

todas as cargas estudadas.

Tabela 4.2 Efeito da carga inicial de solido nos parametros de producéo de etanol por
SSF a 45 °C, utilizando 30 FPU/gec-ena (Cellic Ctec 2), 5 g.L! de indculo (K.
marxianus ATCC36907), por 72 horas. Valores com as mesmas letras, em sobrescrito, e
na mesma coluna, ndo sdo significantemente diferentes um do outro com um nivel de
confianca de 95 % (p< 0,05).

C de fib 5 . o
az’ga © I/ ra Conéigr'g(r)?gao Rendimento | Produtividade | Eficiéncia
10FOCI:‘:|_||_A5 (9. L-l) (gEtanollgcelquse) (. L_lh_l) (%)
4,52 10,9 + 1,312 0,54 0,15 96,272
6,79 15,4+ 0,26° 0,51 0,32 90,54°
9,05 20,9+ 0,72¢ 0,52 0,291 92,200
10,00 21,0 £0,48°¢ 0,46 0,43! 83,84°¢

i) Produtividade determinada comt =48 h.

ii) Produtividade determinada comt=72 h.
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Segundo L1 et al. (2014) uma carga sélida de 10% m/v ndo representa uma carga
pequena para a producdo de etanol, uma vez que uma carga elevada de sélidos em SSF
reduz a capacidade hidrolitica da celulase. VARGA et al. (2004), concluiram em seu
trabalho que devido a alta viscosidade dos substratos lignocelulosicos, é dificil operar
com cargas de solidos superiores a aproximadamente 10% m/v.Os resultados obtidos
pelos autores corroboram com o obtido no presente estudo.

BARROS et al. (2017) estudou o processo de producéo de etanol utilizando10 %
m/v de fibra de caju pré-tratada com &cido-base e obteve rendimento de98,41%, sendo
este um bom rendimento de processo. O elevado rendimento de etanol foi obtido devido
ao pré-tratamento utilizado no trabalho, pois disponibilizou ao processo fermentativo
74% de celulose para conversdo em glicose, percentual superior quando comparado ao
percentual de 44% de celulose presente na fibra de caju pré-tratada com perdxido de
hidrogénio alcalino.

De acordo com os dados relatados pela Tabela 4.2, observa-se que ndo houve
uma diferenca significativa na concentracéo de etanol utilizando 9,05 e 10% de fibra no
meio, porém o ensaio com 10% obteve-se uma de concentragdo de 21,0 g.Lem um
menor tempo devido a maior disponibilidade de celulose no meio. No entanto,
apresenta-se uma menor eficiéncia no processo, reduzindo de 92,20% para 83,84%,
atribuido ao acimulo de glicose no meio que ndo foi metabolizada. Dados da literatura
relatam a existéncia da inibicdo do processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
em batelada devido a elevada concentracdo de substrato que pode afetar
simultaneamente o metabolismo da levedura e a hidrélise enziméatica (RUDOLF et al,
2005; SURYAWATI et al, 2008). Visando estudos posteriores de diferentes estratégias
de fermentacdo, utilizou-se a carga inicial de solidos de 10rc-pHa/100 mL de meio nas

proximas etapas.

4.4 Estudo do efeito da temperatura no processo de SSF

Considerando que a sacarificacdo tem uma temperatura 6tima em torno de 50 °C
e que a maioria das leveduras tem uma temperatura 6tima variando de 30 °C a 37 °C
(ALFANI et al., 2000), o estudo do efeito da temperatura busca uma melhor condicao
de operacdo da SSF.Nesse contexto, a levedura K. marxianus ATCC 36907 vem
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ganhando bastante importancia neste tipo de processo, devido a sua capacidade de
crescimento e fermentagdo a temperaturas acima de 40 °C, por tratar-se de um
microrganismo termotolerante, proximo a temperatura 6tima de hidrolise enzimatica
(TOMAS-PEJO et al., 2009; LANE E MORRYSSEY, 2010).

Os perfis dos processos a diferentes temperaturas (37, 40, 45 e 50 °C) estdo
apresentados na Figura 4.7 (A-D). Observa-se que na temperatura mais baixa, houve
uma menor producdo de glicose, uma vez que as enzimas celuloliticas apresentam
maiores taxas de catdlise a temperaturas mais elevadas, entre 45 °C e 50 °C. Nas
temperaturas de 37 °C, 40 °C e 45 °C avaliadas, os resultados indicaram que, ap6s 30
horas de fermentacgéo, a concentragéo de glicose foi aproximadamente zero e ndo houve
aumento da concentragdo de etanol apds esse periodofoi inferior a 2g.L, indicando que
de a maior parte de glicose formada foi metabolizada pela levedura em etanol nas
primeiras 30 h.

Figura 4.7 Perfis de concentracOes de glicose (), xilose (A) e etanol (m) com 0 tempo
para o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea conduzido em agitador
orbital a 150 rpm por 72 horas, utilizando 30 FPU celulase /grc-pua (Cellic Ctec 2), K.
marxianus ATCC36907, 10,0 grc-pHa/100 mL, a diferentes temperaturas: (A) 37 °C, (B)
40 °C, (C) 45 °Ce (D) 50 °C.
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Nas Figuras 4.7A e B observa-se uma menor concentragdo de glicose nas
primeiras horas de ensaio, correspondendo a uma menor taxa de conversdo em agucares
por parte da enzima, logo verifica-se que ndo ha acumulo de glicose nas primeiras horas
de SSF. As temperaturas (37 °C e 40 °C) favorecem ao crescimento celular e a
adaptacdo é mais rapida quando comparada a temperaturas maiores, em contra-partida
h& um comprometimento no que se refere a atividade enzimatica, afetando a conversao
em acUcares, 0 que pode ser concluido ao verificar a eficiéncia do processo em
temperaturas ideais para atividade enzimatica. Ao aumentar a temperatura de 37 °C
para 45 °C, a eficiéncia do processo aumentou consideravelmente de 69,80% para
83,84%, respectivamente (Tabela 4.3), pois trata-se de uma temperatura favoravel tanto
para a a¢do de enzimas quanto para 0 metabolismo da K. marxianus ATCC36907.

Quando os experimentos foram conduzidos a 50 °C (Figura 4.7D) observou-se
um menor rendimento da producgéo de etanol (52,78%), podendo ser uma temperatura
que afetou no metabolismo da levedura durante o processo pelo acumulo de acucar
observado (LIMTONG et al., 2007; WATANABE et al., 2010; LIN et al., 2013)
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Tabela 4. 3 Efeito de diferentes temperaturas nos parametros de producéo de etanol por
SSF utilizando 10,0 grc-pHa/100 mL meio, 30 FPU/grc-pra (Cellic Ctec 2), 5 g.Lt de
indculo (K. marxianus ATCC36907), por 72 horas. Valores com as mesmas letras, em
sobrescrito, e na mesma coluna, ndo sao significantemente diferentes um do outro com

um nivel de confianca de 95 % (p< 0,05).

Temperatura Conéf;‘rtlg?‘?éo Rendimento | Produtividade EﬁCif”Cia
(°C) (.l Oetanol Jeetutose) | (@-L0L) (%)
37 15,8 £0,01° 0,39 0,23 69,80°
40 16,9 +0,012 0,43 0,221 75,630
45 21,0 +0,48" 0,46 0,43 83,84¢
50 11,9 £0,64° 0,29 0,221 52,78¢

i)  Produtividade determinada comt =48 h.
ii) Produtividade determinada comt =54 h

iii) Produtividade determinada comt=72h

RODRIGUES et al. (2016) avaliaram o efeito da temperatura (30, 35, 40, 45 e
50 °C) na producdo de etanol utilizando glicose PA e K. marxianus ATCC36907. Os
autores observaram que os perfis de producédo de etanol foram semelhantes para todas as
temperaturas estudadas, indicando que a levedura termotolerante é capaz de produzir
etanol (23,65 g.L 1) a 50 °C em 4h de fermentagdo em processo de fermentagdo e
hidrélise separados (SHF), diferente do que foi obtido no presente estudo realizado em
SSF.

De acordo com os resultados expressos na Figura 4.7 A-D e na Tabela 4.3,
conclui-se que melhores resultados foram obtidos com a temperatura de 45 °C (Figura
4.8C) com rendimento no processo de 83,84%. Segundo YANASE et al. (2010), operar
um processo fermentativo a 45 °C apresentam vantagens, como reducdo da
possibilidade de contaminacdo por microrganismos mesoéfilos e também o aumento da
atividade de enzimas hidroliticas. Logo, as proximas etapas do presente trabalho foram

realizadas a 45 °C.
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Na literatura, estudos relatam a existéncia da inibicdo do processo de
sacarificacdo e fermentagdo simultaneas em batelada devido a elevada concentracdo de
substrato que pode afetar simultaneamente o metabolismo da levedura e a hidrdlise
enzimatica (RUDOLF et al, 2005; SURYAWATI et al, 2008). Portanto, assim como
BARROS et al. (2017) e MORENO et al. (2013) seguiu-se os estudos de producdo de
etanol com adicdo de uma etapa de pré-sacarificacdo (PSSF), visando minimizar os
efeitos da viscosidade no meio reacional, permitindo uma melhor interagdo entre a

enzima e o substrato, favorecendo o processo de hidrolise enzimatica.

4.5 Adicao da etapa de pré-sacarificacdo no processo SSF (PSSF)

Baseado nos resultados da SSF obtidos nos ensaios anteriores de cargas de
solido e temperatura e na dificuldade de se trabalhar com uma elevada concentracdo de
substrato devido a alta viscosidade impressa pelo FC-PHA no meio fermentativo, foi
entdo realizado um estudo do efeito da pré-sacarificacdo, a diferentes tempos: 12 h e 24
h no processo de SSF (PSSF) visando uma maior produgéo de etanol, uma diminuicao
na viscosidade do meio, facilitando assim a transferéncia de massa durante a
fermentacdo. Além disso, na etapa de adi¢cdo de inéculo no processo de PSSF, o meio
reacional ja apresenta uma consideravel quantidade de agUcares, o que pode vir a
melhorar o metabolismo da levedura nas primeiras horas do processo.(GARCIA et al.,
2011; BARROS et al., 2017).Segundo MANZANARES et al. (2011) o objetivo de uma
pré-sacarificacdo é hidrolisar parcialmente a celulose e hemicelulose em agucares antes
da adicdo da levedura, aumentando, com isso, a taxa de producdo de etanol durante a
fase inicial da SSF.

Nas Figuras 4.8A e 4.8B séo apresentados os perfis de concentracdo de glicose,
xilose e etanol, para o processo de PSSF com 12 h (Figura 4.8A) e 24 h (Figura 4.8B)
realizada a 45 °C e com 10,0 grc-pHA/100 mL de meio, sendo estas as melhores
condigdes obtidas nos estudos de carga de solidos e temperatura, anteriormente

discutidos.
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Figura 4.8 Perfis de concentracOes de glicose (e), xilose (A) e etanol (m) com 0 tempo
para 0 processo PSSF conduzido em agitador orbital a 150 rpm, 45 °C, utilizando 30
FPU celulase /gec-anp (Cellic Ctec 2), K. marxianus ATCC36907, 10,0 grc-pHa/100 mL,
por 72 horas, 45 °C. PSSF 12 horas (A) e PSSF 24 horas (B). O tempo de 0 h representa

0 momento em que a levedura ¢ adicionada ao meio, apds o tempo de pré-hidrdlise.
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A realizacdo da PSSF com 12 h (Figura 4.8A) e 24 h (Figura 4.8B)
disponibilizou 15,81 g.L ! e 15,10 g.L! de glicose, respectivamente. No entanto, o
processo de PSSF ndo incrementou a producdo de etanol durante o processo. A
producdo maxima obtida em etanol para as pré-hidrélise foram: 15,08 g.L* (PSSF 12 h)
e 13,65 g.L ! (PSSF 24 h), correspondendo a rendimentos de 66,54% e 60,23%,
respectivamente. Portanto, a adicdo da etapa de pré-sacarificacdo influenciou
negativamente na producdo de etanol, diminuindo assim o rendimento. A baixa
producdo de aclcar ap6s o tempo de pré-hidrélise pode ser explicada por uma possivel
inibicdo pelo substrato sofrida pela enzima no meio reacional, a elevada viscosidade
apresentada pelo meio nas primeiras horas também influenciou negativamente na acao
enzimatica.

OGREN et al (2007) estudaram processos PSSF para a producéo de etanol por
palha de milho, utilizando Saccharomyces cerevisae comercial. Os autores realizaram
estudos com diferentes complexos enzimaticos e utilizaram a temperatura de hidrélise

enzimatica ideal para cada um dos complexos, em torno de 48 °C e 55 °C. O tempo de
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pré-sacarificacdo foi de 16 h e depois desse tempo, a temperatura foi diminuida para
35°C para o inicio do processo SSF. Os resultados mostraram que, apesar de ter
apresentado maior produtividade (medida com 24horas para todos 0s processos), 0s
processos PSSF ndo proporcionaram uma melhora nas producdes maximas de etanol em
relacdo aos processos SSF. Os resultados desses autores estdo de acordo com o0s
resultados obtidos no presente estudo.

Segundo BARROS et al. (2017) um dos principais motivos para explicar o efeito
negativo da adicdo da etapa de sacarificacdo antes da inoculacdo (PSSF), € o fato das
leveduras sofrerem um efeito de regulacdo metabolica chamado de Efeito-Crabtree ou
Contre-effect Pasteur. Para leveduras que sofrem a acdo desse efeito (Crabtree-
positivas), quando estdo submetidas a elevadas concentracdes de substrato, ocorre a
repressdo do efeito Pasteur (inibicdo da atividade fermentativa pela respiracéo),
favorecendo, desse modo, a fermentacdo alcoodlica (DEKEN, 1966) e segundo
FONSECA et al. (2008) as K. marxianus sdo classificadas como Crabtree negativas,
pois na presenca de elevadas concentragdes de substrato, o efeito Pasteur é favorecido e
a atividade fermentativa é reprimida pela respiracdo. Essa teoria, apesar de bastante
interessante, ndo se aplica ao processo em estudo, pois ndao foram obtidas elevadas
concentracdes de glicose apos a PSSF para que seja identificado tal efeito.

DEVANTIER et al. (2005) relataram que na producdo de etanol, a etapa de pré-
sacarificacdo da biomassa é realizada com o objetivo de otimizar a fermentacdo, mas
que essa etapa acaba sendo uma etapa ndo desejada por diminuir a simplicidade do
processo como um todo e aumentar o risco de contaminagdo em processos industriais.
Logo se ressalta a preferéncia por processo de SSF sem a adicdo desta etapa, haja vista
que esses apresentaram resultados satisfatorios frente aos processos PSSF, o tempo de
operacdo é menor, resultando em um menor custo operacional.

O efeito negativo da adicdo da etapa de pré-sacarificacdo na producdo de etanol
concordou também com resultados na literatura obtidos por LINDE et al. (2007) e
BARROS et al. (2017), os autores afirmaram que uma das raz0es para esse efeito
negativo deve-se ao fato de uma possivel inibi¢do do substrato sofrida pela enzima. LIU
et al. (2010) afirmaram que uma concentracdo inicial de substrato elevada pode
interferir negativamente na hidrolise da celulose e que se faz necessario 0 uso de

estratégias de alimentacéo de substrato de forma a evitar inibigdes no processo. Portanto
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nas proximas etapas do presente trabalho foram realizados processos de producdo de
etanol com alimentacdo de substrato ao longo do processo visando uma maior produgéo

de etanol e uma reducdo nas inibicdes até entdo identificadas no processo.

4.6 Avaliacdo de estratégias de alimentacdo da fibra de caju pré-tratada no

processo de sacarificacdo e fermentacédo simultéaneas

Buscando um aumento no rendimento do processo e uma economia, no que se
refere ao volume do complexo enzimatico utilizado nos estudos anteriores, estudou-se 0
processo de sacarificacdo e fermentacdo simultanea por batelada alimentada, avaliando
quatro estratégias de alimentacdo apresentadas na Tabela 3.1. Para a realizacdo desse
estudo de batelada alimentada, os ensaios foram iniciados com apenas 5% (m/v) e
atingiram carga final de 10% (m/v) em sélidos apos as alimentacdes.

A alimentacdo gradual de substrato pode ser uma alternativa para aumentar a
concentracédo de etanol e a0 mesmo tempo eliminar problemas de inibi¢ao relacionados
a altas concentracdes de substrato em processos de SSF realizados em batelada
(PAULOVA et al., 2014; HOYER et al., 2013; ZHANG et al., 2010).

Na Figura 4.9 sdo apresentados os perfis de concentracdo de glicose, xilose e
etanol para as estratégias de alimentag@es iniciadas com 5% de carga de fibra (FC-PHA)
e terminadas com carga final de 10%. O Processo de alimentacéo foi realizado somente
com adicdo de fibra pré-tratada, a carga enzimatica foi adicionada no inicio do processo
com base na carga de substrato inicial.

Os gréficos apresentados na Figura 4.9 mostram um perfil de glicose semelhante
para todas em estratégias estudadas, ao final do processo tem-se o consumo total de
glicose produzida, no entanto, baseando-se na concentracdo final de etanol, conclui-se
gue nem toda a celulose adicionada ao processo foi convertida em glicose pela enzima

adicionada no inicio do processo.
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Figura 4.9 Perfis de concentracdo de glicose (®), xilose (A) e etanol (m) com 0 tempo,
para 0s processos de sacarificacdo e fermentacdo simultanea por batelada alimentada,
com diferentes estratégias de alimentacdo (FB1, FB2, FB3 e FB4). Os processos foram
conduzidos a 45 °C, 150 rpm, 72 h com 30 FPU/ grcrha inicial. As linhas tracejadas

correspondem aos pontos de alimentagdes da fibra FC-PHA.
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A medida que se adicionou a fibra pré-tratada durante o processo, percebe-se um
aumento na producgdo de etanol, no entanto a produgdo de etanol manteve-se estavel
apos 24 h e, portanto foi considerada baixa diante da eficiéncia do processo. A carga de
enzima adicionada ao processo foi de 30 FPU/grcrHa inicial, ou seja, em todas a
alimentagOes, a carga de enzima foi reduzida pela metade quando comparada a carga
enzimética utilizada nos ensaios em batelada, pois nas alimentacfes citadas a carga
inicial foi 5% (m/v) e portanto a enzima foi adicionada com base nessa massa. Devido a
baixa carga de enzima adicionada ao meio, houve uma baixa conversao da celulose em
glicose.

A producdo de etanol mostrou-se estavel apos 24 h de processo em todos 0s
ensaios, apresentando-se perfis bastante semelhantes. A maxima producdo de etanol
(12,07+0,17 g.L1) foi obtida em 24 h no ensaio FB3, em que se inicia 0 processo com
carga de 5% (m/v) FC-PHA e decorridos 6 h foram adicionados 5% (m/v) FC-PHA.
Portanto, conclui-se que durante esse processo a enzima adicionada em 0 h de processo
hidrolisou mais celulose em glicose e logo o microrganismo metabolizou o substrato em
etanol. Provavelmente, na alimentacdo com apenas 6 h, tem-se pouco tempo para que
ocorra elevada adsorcdo de enzimas na matriz da fibra e assim tém-se mais enzimas
livres no meio, resultando em uma maior taxa de conversdo que podem atuar no
substrato adicionado.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados de producédo de etanol, como: Qetanol/Qcelulose,
produtividade e eficiéncia para as estratégias de alimentacdo avaliadas.

As estratégias de alimentacdo (FB1, FB2, FB3 e FB4) apresentaram resultados
bastante semelhantes no que se refere a producdo de etanol em g.L . No entanto, as
estratégias FB3 e FB4, em que foram alimentados 5% (m/v) de FC-PHA apds 6 horas e
12 horas, respectivamente, apresentaram producdo em torno de 12 g.L? e eficiéncia de
48% e, portanto ndo apresentaram diferenca significativa entre si a um nivel de
confianca de 95%, diferindo significativamente na eficiéncia do processo das
fermentacdes FB1 e FB2.

Ao comparar 0 processo de producdo em batelada sem alimentacdo com carga de
fibra de 10% (Figura 4.6 e Tabela 4.2) e as alimentaces até entdo estudadas, tem-se que
0 processo de alimentacdo ndo favoreceu para uma maior producdo de etanol,

correspondendo a uma reducdo de 83,84% para 48% na eficiéncia no processo, podendo
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ser resultado da alimentacdo somente com fibra e a maior necessidade de enzimas

hidroliticas.

Tabela 4. 4 Efeito das estratégias de alimentacdo nos parametros de producéo de etanol
por SSF utilizando FC-PHA como substrato, a 45 °C, 150 rpm por 72 horas.Valores
com as mesmas letras, em sobrescrito, e na mesma coluna, ndo sdo significantemente

diferentes um do outro com um nivel de confianca de 95 % (p< 0,05).

E;ﬁ';ﬁ;igt?;age Etanol Rendimento | Produtividade | Eficiéncian,
(gL (9etanot’cetuiose) (g.L™h) (%)
FB1 11,400,502 0,26 0,15 45,512
FB2 11,45+0,602 0,26 0,24 45,712
FB3 12,070,172 0,27 0,50' 48,19°
FB4 11,98+0,382 0,27 0,50' 48,18"

i) Produtividade determinada com t = 48 h.
ii) Produtividade determinada com t = 54 h

A fibra adicionada ao meio ndo apresentou consideravel conversao em glicose,
devido a deficiéncia de enzima no meio, isso pode ser comprovado com a quantidade de
glicose ao final do processo que ndo acumulou e pela baixa concentracdo de etanol
obtida no processo.

RUDOLF et al. (2005) compararam a producdo de etanol por sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas em batelada e batelada alimentada de madeira de uma conifera
do género Picea com a carga de 10% (m/v) de sélidos no processo em batelada e carga
inicial de 6% (m/v) e a final de 10 % (m/v) no processo alimentado, cargas essas muito
semelhantes as estudadas. Os autores concluiram que ndo houve diferenga significativa
na eficiéncia e producdo maxima de etanol entre os processos, atingindo uma producao
de etanol em batelada alimentada de 42 g.L™. Ja nos resultados relatados por BARROS
et al. (2017) ao realizarem estratégias de alimentacdo utilizando fibra de caju pré-
tratado com hidroxido de sodio e adicionando enzima baseada na carga inicial de
solidos, conseguiram melhores resultados no processo de SSF alimentada quando

comparada ao processo em batelada, com concentragdo de etanol em torno de 68 g.L?,
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resultado diferente do que foi obtido no presente trabalho. Os resultados da literatutara
apresentaram-se superiores aos obtidos no presente trabalho.

Diante do apresentado, conclui-se que uma baixa carga inicial de sélido nédo
favoreceu para uma maior producdo de etanol e, portanto foram realizadas outras
estratégias de alimentacdes segundo a Tabela 3.2 apresentada em materiais e métodos.
Foram realizados estudos com carga inicial de 6% m/v e 10% m/v e carga final de até
18% m/v, totalizando sete ensaios visando um aumento na carga de sélidos e
consequentemente uma maior producéo de etanol.

Observando as Figuras 4.10 verificam-se nas alimentacdes FB5, FB6 e FB7 que
a cada adicéo de substrato, houve um concomitante aumento na producéo de etanol, no
entanto ao ser atingido o tempo de 36 horas de fermentagdo, tém-se um acumulo dos
aclcares glicose (7g.LY) e xilose (5g.L71) e consequentemente uma queda na
concentracdo de etanol.

Nos primeiros ensaios Figura 4.10 (FB5 e FB6) foram adicionados 6% FC-PHA
no inicio do processo e realizadas quatro alimentagcdes de 2% para o FB5 e quatro
alimentacbes de 3% para o FB6, totalizando em uma carga final de 14% m/v e 18 %
m/v, respectivamente. Essas estratégias ndo foram promissoras no que se refere a
produgc&o de etanol, atingindo produgio méaxima de 14,2 g.L* (FB5) e 15,3 g.L™* (FB6).
Na Tabela 4.5 estdo apresentados os dados de rendimento do processo, produtividade e
eficiéncia. A eficiéncia do processo nas estratégias FB5 e FB6 foram muito baixas,
40,49% e 33,93% respectivamente, apresentando reducédo de 52,40% e 59,80%, quando
comparados ao processo em batelada sem alimentacéo, no qual foi obtido eficiéncia de
83,84% (vide Tabela 4.2).

Os autores HOYER et al. (2013) e ZHANG et al. (2010) estudaram elevadas
cargas de solidos e concluiram que o acumulo de acgUcares ocorre devido a efeitos de
inibicdo da atividade microbiana causada pela elevada concentracdo de solidos, além da
elevada viscosidade do meio. Nos estudos realizados no presente trabalho, podemos
concordar pelo menor rendimento em etanol no processo com carga final de 18% FC-
PHA (FB6) quando comparado ao ensaio FB7 com carga final de 14% FC-PHA.
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Figura 4. 10 Perfis de concentragdo de glicose (e), xilose (A) e etanol (m) com 0 tempo
para as estratégias de alimentacdo: (FB5, FB6, FB7, FB8, FB9,FB10 e FB11) iniciadas
com 6% e 10% de carga de fibra (FC-PHA) e terminados com carga final de 14 % e
18%, conduzidos a 45 °C, 150 rpm, 72 h com 30 FPU/ gFC-PHA inicial. As linhas

tracejadas correspondem aos pontos de alimentac6es de fibra FC-PHA.
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Nas estratégias com carga inicial de 6% (FB5 e FB6), foram realizadas quatro
alimentag6es no decorrer do processo e observou-se, que ao passo de cada alimentacao,
houve um acimulo de glicose estendendo-se até o final do processo, indicando que a
cada alimentacdo houve uma conversdo enzimatica do substrato, porém a glicose
produzida ndo foi metabolizada pela levedura.

As outrascincoestratégias de alimentacbes (FB7, FB8, FB9, FB10 e FB11) foram
todas iniciadas com 10% de FC-PHA (melhor carga de solidos conseguida nos estudos
de carga de fibra em batelada, anteriormente discutido) e de acordo com resultados

apresentados, a estratégia de alimentacdo FB9 (com alimentacdo de 4% FC-PHA apo6s
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24 horas de processo) apresentou uma maior producdo de etanol quando comparada a
todas as estratégias de alimentacdo estudadas no presente trabalho.

A alimentacdo com 4% m/vFC-PHA a cada 12 h de processo (FB8) néo
apresentou resultados favoraveis ao processo. Uma possivel justificativa seria a
quantidade de sélidos ndo hidrolisados que se encontrava presente no meio reacional, e
na adicdo de uma nova carga prejudicou a transferéncia de massa, dificultado a acdo
enziméatica. WANG et al. (2011) relataram que a formacdo mais lenta do produto na
hidrolise enzimpatica esta associada a diminuicdo da capacidade de ligacao das enzimas
a celulose e difuséo tridimensional mais lenta de enzimas na solugéo.

Na estratégia com a adigdo de 4% FC-PHA com 12 h e 24 h (FB10), resultados
semelhantes foram obtidos comparando-se com o processo FB8, na qual a elevada carga
de sélidos adicionada afetou negativamente o processo, ocorrendo ja uma perda da
eficiéncia catalitica da enzima celulase.

A maior concentragdo de etanol (29,7 g.L™?) foi obtida no processo em batelada
alimentada iniciado com 10% FC-PHA e uma Unica alimentacdo (4% FC-PHA) apos 24
horas do processo, estratégia FB9 (resultados apresentados na Figura 4.10). De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 4.5, esse ensaio apresentou maior eficiéncia
no processo e foi possivel uma producdo em etanol 32% maior quando comparada a
producdo de etanol em batelada. Foram relatados na literatura resultados semelhantes de
melhor rendimento em etanol com a mesma carga final de sélidos 14%m/v, no entanto,
a alimentac&o foi realizada em menor tempo de processo (TOMAS-PEJO et al., 2009 e
RUDOLEF et al., 2005). Nos estudos com de carga de substrato inicial de 10% m/v e
adicdo de substrato a 2% m/v as 6 h e 24 h (FB7) também refletiu numa maior
concentracdo de etanol (23,1 g.L ') em comparacéo com a melhor producéio de etanol
em batelada. Estes resultados indicam que a adi¢do de baixa carga de solidos favorece a
transferéncia de massa, e que o tempo influéncia nos resultados, pois adicionando 4%
m/v FC-PHA apenas com 24 h (FB9), ja tinha ocorrido a hidrolise do sélido adicionado
no inicio do processo, diminuindo os efeitos difusionais e o efeito inibitério do
substrato.

Observa-se na estratégia FB9 que ocorreu uma aumento na concentracdo de
etanol no periodo de 24 h a 48 h de processo, entdo, visando uma maior concentracdo de

etanol, realizou a estratégia FB11 baseando-se na estratégia FB9, em que adicionou-se
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4% m/v de FC-PHA em 48 h de processo. No entanto, ndo foi obtido um resultado
favoravel com essa nova estratégia de alimentacdo (FB11). A adicdo de 4% m/v FC-
PHA em 24 h e 48 h consecutivas de ensaio ndo favoreceu para uma maior
concentracdo de etanol, apresentando, portanto, segundo a Tabela 4.5 uma reducéo na
eficiéncia do processo de 84,69 % (FB9) para 61,88 % (FB11).0Observa-se no perfil da
Figura 4.11 (FB11) que ndo ocorreu acumulo de glicose e ndo houve producdo de
etanol, provavelmente devido a baixa quantidade de enzima celulase livre no meio
reacional e assim ndo ocorreu a hidrolise da celulose a glicose, para que posteriormente
fosse convertida a etanol pela levedura. A adsorcdo de celulase sobre o substrato é
citado como o primeiro passo para hidrolisar a biomassa lignocelulésica e a medida que
a hidrélise ocorre, a celulase adsorvida seria gradualmente libertada para a solucéo
reacional (Qlet al., 2011), porém como a quantidade de substrato inicial é baixo e a
quantidade de enzima adicionada € baseada nesta massa, havera pouca enzima e muito

substrato, influenciando assim o efeito catalitico.

Tabela 4. 5 Efeito das estratégias de alimentacdo nos parametros de producéo de etanol
por SSF em batelada alimentada utilizando FC-PHA como substrato, a 45 °C, 150 rpm
por 72 horas. Valores com as mesmas letras, em sobrescrito, e na mesma coluna, nao
sdo significantemente diferentes um do outro com um nivel de confianca de 95% (p<
0,05).

Estratégias de Etanol Rendimento(9g,, | produtividade | Eficiéncian

alimentacéo (g.LY) nol 9eetutose) (g.Lth?) (%)
FB5 14,2+0,432 0,23 0,39' 40,492
FB6 15,3+0,662 0,19 0,42/ 33,93b
FB7 23,1+0,53° 0,37 0,641 65,87°¢
FB8 18,8+0,49¢ 0,23 0,39 41,702
FB9 29,7+0,844 0,48 0,61" 84,691
FB10 19,3+0,54¢ 0,24 0,40' 42,872
FB11 27,9+0,90¢ 0,35 0,77 61,88°

i) Produtividade determinada com t = 36 h.

ii) Produtividade determinada comt =48 h
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JORGENSEN et al. (2006), RAMACHANDRIYA et al.(2013) e KOSSATZ et
al. (2017) também observaram um efeito negativo na alimentagdo com alta carga de
solidos, 0 que poderia ser atribuido a dificuldades reoldgicas sofridas pela fibra no
processo de liquefacdo ou aumento dos efeitos inibitorios que afetaram o metabolismo
das enzimas e da levedura. Corroborando com os resultados observados nos
experimentosFB6 e FB10 deste estudo, no qual se observou uma relagéo negativa entre
a carga de sélidos ea conversdo de celulose em etanol, nas estratégias de alimentacéo
com carga final de sélidos de 18% m/v, sendo obtidas as menores conversdes em etanol.
Independentemente da carga inicial do substrato e da estratégia de alimentacdo, em
todas as estratégias que se obteve uma carga final de 14% ou 18% m/v FC-PHA,
mostraram acumulo de glicose e xiloseconstante a partir de 48 h até o final do processo.
BARROSet al. (2017) também realizaram estudo de batelada alimentada com fibra de
caju pré-tratado com é&cido seguido de alcali e ao obter acimulo de acUcares no
processo, concluiram que esteefeito ocorre devido & continuidade da atividade
hidrolitica em detrimento da cessdo da atividade microbiana.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios FB5 e FB6, foi realizado um ensaio
reproduzindo o FB6 com a adicéo de 30FPU/g rc-pHa em cada alimentagéo de fibra. Os
resultados obtidos encontram-se apresentados da Figura 4.11.

Com a adigdo de enzimas durante as alimentagGes, aumentou-se a taxa de
hidrolise e esta suplementacdo permitiu uma producdo de etanol maior nas primeiras
horas, refletindo em um aumento na produtividade de 0,42 g.L ™ .h? para 0,77 g.L2.h",
com a maxima concentracio de etanol de 18,56 g.L™1. Porém, comparando este processo
com o ensaio sem a suplementacio do complexo enzimatico (FB6, 15,3 g.L™ etanol),
ndo foi obtido um aumento consideravel na concentracdo de etanol. Além disso, houve
um elevado acimulo de glicose e xilose no final do processo, indicando que a levedura
K. marxianus ndo metabolizou estes carboidratos para a producdo do biocombustivel de

interesse.
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Figura 4. 11 Perfis de concentracao de glicose (e), xilose (A) e etanol (m) com o0 tempo
para a estratégia de alimentacdo FB6 com adicdo de 30 FPU/grc-pHa durantes as
alimentagbes, com o processo de SSF a 45 °C, 150 rpm, 72 h. As linhas tracejadas

correspondem aos pontos de alimentagdes de fibra FC-PHA.
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Resultados obtidos por PESSANI et al. (2011) corroboram que a adi¢do de
enzimas somente no inicio do processo de sacarificagdo e fermentacdo simultaneas em
batelada da alimentada e com volume equivalente a quantidade inicial de sélidos ja
presentes no meio, sem adicdes durante as alimentacGes, ndo influiu negativamente na
eficiéncia do processo, além de permitir uma economia no custo do processo SSF, e que

outros fatores, como tempo e quantidade de sélidos, apresentam um maior efeito.

4.7 Estudo do efeito da carga enzimatica no processo SSF

Segundo NEWMAN et al. (2013) o custo com enzimas ea taxa lenta de hidrélise
enzimatica sdo os obstaculos mais importantes para a producdo de etanol a partir de uma
biomassa lignoceluldsica, entdo foi realizado um estudo do efeito comparativo de quatro
cargas enzimaticas (10 FPU/Q rcpHA, 15 FPU/Q Fc-pHa, 25 FPU/Q rc-pHae 30 FPU/Q rc-
pHA) NO processo de SSF. Os resultados desta etapa estdo representados na Figura 4.12.

Observa-se um perfil semelhante para a produgdo de etanol para as cargas

enzimaticas de 15, 25 e 30 FPU/grc-pna, cOm maior produgdo obtida apos 48 de
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processo, e ao utilizarmos uma carga menor, obteve-se uma reducdo de
aproximadamente 50% na concentracdo de etanol. Também, foram calculados
parametros de producdo de etanol, os quais estdo apresentados na Tabela 4.6. Percebe-
se que ndo houve uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 95%, na
maxima concentracdo de etanol e na eficiéncia ao reduzirmos a carga enzimatica pela
metade (30 FPU/grc-pra para 15 FPU/grc-pHA).

Figura 4. 12 Perfil de concentracdo de etanol utilizando diferentes cargas enzimaticas
de Cellic CTec2 no processo de SSF a45°C, 150 rpm por 72 horas utilizando uma carga
de solidos de 10 grc-pra/100 mL, 5g.L 7 de indculo (K. marxianus ATCC36907). Cargas
enzimaticas: (m) 10 FPU/grc-pHA, (@) 15 FPU/grcpra, (A) 25 FPU/grc-pha € (V) 30
FPU/gFc-PHA.
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No entanto, uma reducdo da carga enzimatica para 10 FPU/grc-pHa representou
uma menor concentragdo de etanol, produtividade e eficiéncia. A reducdo na dosagem
enzimatica diminui a disponibilidade da enzima a celulose, diminuindo assim o0s
rendimentos de celulose em glicose (RAMACHANDRIYA et al., 2013).

LIU e CHEN (2017) investigaram a producdo de etanol por SSF da palha de
milho pré-tratada por explosdo a vapor e assim como no presente estudo, utilizaram o
coquetel enzimatico Cellic CTec2 com carga de 15 FPU/Qpaha tratada, Obtendo

rendimentos semelhantes porém em um maior tempo de processo.




86

4- Resultados e Discussdes

Tabela 4. 6 Efeito de diferentes cargas enzimaticas nos parametros de producdo de
etanol por SSF a 45 °C, 150 rpm por 72 horas, utilizando FC-PHA como
substrato.Valores com as mesmas letras, em sobrescrito, e na mesma coluna, ndo sédo

significantemente diferentes um do outro com um nivel de confianca de 95 % (p< 0,05).

Carga
?Sémgggj‘ Etar!?I Rendimento(g,,, Prodgéivida Eficiéncia n,

PHA) (9.L%) norl Yoetulose) (9.LLh) (%)
10 12,50+0,212 0,28 0,26' 49,902
15 17,650,45" 0,39 0,36' 70,46°
25 18,80+0,25" 0,42 0,39’ 75,06
30 21,0 +0,48° 0,46 0,43 83,84°

i) Produtividade determinada comt =48 h

Entdo, diante dos resultados apresentados, a carga de 15 FPU/grc-pHa fOI
utilizada nos ensaios posteriores de producdo de etanol em biorreator, visando uma

maior producao de etanol e uma economia no processo.

4.8 Estudo da producéo de etanol por SSF em biorreator

Estudos foram realizados em biorreator de 1 L, visando uma maior producao de
etanol (vide resultados na Figura 4.13). No ensaio em batelada (Figura 4.13-Ensaio 01)
obteve-se uma producio de etanol de 17,12+0,42 g.L?, quando comparado ao realizado
em mesa agitadora obteve-se uma pequena reducdo de 8,9% na concentracdo de etanol,

utilizando metade da carga enzimatica.




-1

Concentragéo (g.L")

Concentracso (g.L™)

87

Figura 4. 13 Perfis de concentracfes de glicose (e), xilose (A) e etanol (m) com o

tempo para o processo de SSF conduzido em biorreator com carga inicial de 10% (FC-
PHA), a 45 °C por 72 h operando com rampa de agitacdo: 500 rpm (12h) e 200 rpm
(apo6s 12 h) e adicdo de enzimas no inicio do processo: 15 FPU/grc-pHa. Ensaio 01
(batelada), Ensaio 02 (batelada alimentada: 4% (FC-PHA) apds 24 h), Ensaio 03
(batelada alimentada: 4% (FC-PHA) com12 h e 24 h) e Ensaio 04: (batelada alimentada:

4% (FC-PHA) com 24 h e 48 h).
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Nos Ensaios 02, 03 e 04 foram realizadas alimentac¢6es durante o processo. No

ensaio 02 foi realizado a adi¢do de 4% m/v (FC-PHA) nas primeiras 24 h, no ensaio 03

alimentou-se 4% m/v (FC-PHA) com 12 h e 24 h de processo e no ensaio 04 alimentou-

se 4% m/v (FC-PHA) com 24 h e 48 h de processo. Os resultados apresentados na
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Figura 4.13 mostram que houve
um actmulo de glicose (6 a 8
g.L'Y) e com isso obteve-se um
menor rendimento na producéo
de etanol (vide Tabela 4.7). Este
fendmeno provavelmente deve-

se a uma menor taxa de
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transferéncia de massa, devido ao intumescimento apresentado pelo meio apos adigédo
de uma maior massa de solidos no biorreator, necessitando de uma estrutura mais
complexa de agitacdo e presenca de hélice capaz de melhorar consideravelmente a

agitacdo e a transferéncia de massa no inicio processo.

Tabela 4. 7 Parametros obtidos na producdo de etanol em Biorreator por SSF com carga
inicial de 10% (FC-PHA) a 45°C por 72 h, operando com rampa de agitacdo: 500 rpm
(12h) e 200 rpm (apos 12 h). Ensaio 01: (batelada), Ensaio 02: (batelada alimentada: 4%
(FC-PHA) apds 24 h), Ensaio 03: (batelada alimentada: 4% (FC-PHA) com 12 h e 24 h)
e Ensaio 04: (batelada alimentada: 4% (FC-PHA) com 24 h e 48 h).

Ensaios em Etanol Rendimento Produtividade Eficiéncia n,
Biorreator (g.LY (9 tanoi Yeetutose) (g.Lh?) (%)
01 17,12+0,42% 0,38 0,71 68,342
02 21,71+0,07° 0,49 0,45 61,922
03 17,79+0,05% 0,40 0,37 39,46°
04 14,99+0,87¢ 0,18 0,41 33,25°

De acordo com os graficos apresentados na Figura 4.13 (01, 02,03 e 04) tem-se
que em todos os ensaios realizados, sejam em batelada (01) ou batelada alimentada
(02,03 e 04), hd um acimulo de glicose no final do processo e bem mais evidenciado
nos processos 02 e 03, implicando, que na alimentacdo realizada em 48 h no ensaio 04,
ndo houve conversdo da celulose em glicose, ou seja, a enzima ndo agiu sobre a fibra
adicionada. J& nos ensaios 02 e 03, 0 acimulo de glicose pode estar associadoa inibicéo
do substrato, diminuindo o metabolismo da levedura K. marxianus, ocorrendo uma
reducao na formacdo do produto desejado (SASSNER et al., 2006; NARRA E JAMES.,
2015; BARROS et al., 2017).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.7 pode-se concluir que o
ensaio 01, apresentou a maior eficiéncia (68,34%), comparando-se com 0S ensaios
02,03 e 04. Dados de produtividade revelam que no ensaio em batelada hd uma
producdo mais rapida de etanol, pois tem-se uma produtividade bem maior do que nos
ensaios em batelada alimentada. Ensaios com batelada alimentada (02 e 03)
apresentaram maior concentracao de etanol, sendo o Ensaio 02, com alimentacéo de 4%

em 24 h de processo, 0 que apresentou a maior concentragdo de etanol (21,71 g.L™?).
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Essa configuracdo concorda com os melhores resultados obtidos nos ensaios realizados
em mesa agitadora.

ZHANG et al. (2010) relataram que ao produzir etanol em batelada no biorreator
6.0 L (Biostat B.Braun Biotech International, Melsungen, Germany) utilizando 19%
(m/v) de sabugo de milho pré-tratado com H.SOs e NaOH, foi identificado
altaviscosidade e distribuicdo desigual de lamas no reator obtendo um rendimento de
etanol muito inferior ao rendimento tedrico. No entanto, os autores relataram um
aumento significativo na producao de etanol ao produzi-lo utilizando o processo em
batelada alimentada. A distribuicao desigual de substrato nas primeiras horas do
processo fermentativo, assim como relatado pela literatura, também foi identificada no
presente trabalho. Portanto, uma maior agitacdo inicial fornecida ao processo com o
intuito de minimizar esse efeito.

PAULOVA et al. (2014) concluiram que ndo é possivel operar em batelada ou
batelada alimentada utilizando biorreator, pois forma-se uma pasta muito viscosa que se
assemelhava a uma massa de dificil bombeamento. Diante do exposto, os autores
realizaram um ensaio executado simultaneamente em dois biorreatores. Ao primeiro
reator com capacidade de 1 L foi adicionada 20 g/L celulose. O segundo biorreator, com
capacidade de 2 L foi adicionado substrato na carga de 45 g/L de celulose e a mesma
carga enzimatica do primeiro. Os autores obtiveram 9 g.L™ de etanol no primeiro
biorreator e no segundo biorreator, num processo subsequente alimentado por 10 h, a
concentracio de etanol foi aumentadas para 14,0 g.L e o rendimento de etanol a partir
da celulose atingiu 0,41 g/g.

Poucos sdo os estudos de producdo de etanol de segunda geracdo por
sacarificacdo e fermentacdo simultanea em biorreator alimentada, sendo os resultados
alcancados neste estudo promissores, pois apresentou rendimentos, eficiéncia,
produtividade e concentracdo de etanol semelhantes aos obtidos em mesa agitadora e

operando-se com metade da carga enzimatica
4.9 Balango de massa do processo
A Figura 4.14 apresenta o fluxograma no qual consta o balanco de massa dos

melhores resultados obtidos em cada estratégia de producgéo de etanol a partir de 100 g

de fibra de caju in natura. O processo de SSF em batelada alimentada (alimentacdo: 4%
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m/v em 24 h), assim como nos resultados previamente obtidos, foi o ensaio que

permitiu o maior rendimento (7,91 g etanol/ 100 g FC).

Figura 4.14 Balanco de massa da producéo de etanol por 100 g de fibra de caju in natura.

FIBRA DE CAJU (FC) 100g ‘

Liquido 62,7%

l

LIGNINARECUPERADA
12,69 9/100 g FC

Sélido 37,3%

SSF

Agitador Orbital Biorreator

BATELADA ‘

‘ BATELADA ALIMENTADA ‘ ‘

BATELADA

‘ ‘ BATELADA ALIMENTADA

Carga de FC-PHA 10 g/100 mL
Temperatura 45 °C
30 FPU/Q ¢c.pua Cellic Ctec 2

Carga de FC-PHA 14 g/100 mL
Temperatura 45 °C
30 FPU/Q rc.pua Cellic Ctec 2

Carga de FC-PHA 10 g/100 mL
Temperatura 45 °C
15 FPU/Q gc.ppa Cellic Ctec 2

Carga de FC-PHA 14 g/100 mL
Temperatura 45 °C
15 FPU/Q gc.pua Cellic Ctec 2

7,839 ETANOL
78,30 kg/ton FC

7,919 ETANOL
79,10 kg/ton FC

6,389 ETANOL
63,80 kg/ton FC

5,789 ETANOL
57,80 kg/ton FC

Embora nos estudos em biorreator em batelada a concentracéo de etanol tenha
sido 20% inferior, 0 consumo de enzimas foi metade quando comparado ao processo em
que se obteve maior concentracao de etanol. Isso implica em reducdo de 50% nos custos
da etapa mais onerosa do processo de obtencdo de etanol de segunda geracéo.
Rendimentos inferiores foram obtidos nos ensaios em biorreator, entretanto foi cedido
ao processo metade da carga enzimatica utilizada nos processos em agitador orbital.

A fibra de caju utilizada no presente trabalho vem sendo fonte de estudo por
outros autores na producdo de etanol de segunda geracdo, no entanto rendimentos
inferiores foram obtidos por RODRIGUES et al. (2016), ao produzir etanol através do
processo de SSF utilizando fibra de caju pré-tratada com &cido seguido de alcali, a 40
°C utilizando 0 mesmo microrganismo estudado K. marxianus ATCC 36907, obtendo

rendimento de apenas 2,21g/100 g FC.
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5- Conclusbes

5.CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que de caju pré-tratada com
peroxido de hidrogénio alcalino apresentou-se como um substrato promissor para
producéo de etanol por processo de sacarificacdo e fermentagdo simultanea utilizando a
levedura K. marxianus ATCC36907.

A lignina extraida do licor obtido apds o pré-tratamento da fibra de caju com
peroxido de hidrogénio alcalino apresentou caracteristicas semelhantes as citadas na
literatura.

No estudo da carga de solidos e da influéncia da temperatura no processo de SSF
obteve-se aproximadamente 21,0 g.L™ de etanol e um rendimento de 83,84%, utilizando
10% m/v de sélidos a 45 °C. A pré-sacarificacdo nao proporcionou um aumento na
eficiéncia do processo.

O uso de estratégias de alimentacdo visando uma maior producdo de etanol foi
obtido no processo de batelada alimentada com 10 % (FC-PHA) no inicio do processo e
4 % (FC-PHA) alimentado apds 24 h, obtendo-se uma concentracdo de etanol de
29,79/L, representado um aumento de 30% na concentragdo de etanol quando
comparada ao processo realizado em batelada.

A producdo de etanol em biorreator usando a configuracdo em batelada e 10 %
m/v de FC-PHA foi semelhante a producdo obtida em mesa agitadora. Conduzindo o
processo em batelada alimentada aumentou-se a producdo, porém ainda inferior a obtida
em mesa agitadora na mesma configuracdo de processo. No entanto, vale ressaltar que
houve um consumo de metade das enzimas quando comparado ao processo em que se
obteve maior concentracdo de etanol. As melhores estratégias de alimentacdo nos
experimentos conduzidos em mesa agitadora e biorreator foram iguais, iniciando o
processo com uma carga de sélido de 10% m/v e finalizando com 14% m/v, com
alimentacdo de 4% m/v em 24 h.

Ao realizar um balanco de massa de todo o processo, foi obtido como melhor
rendimento 7,91 g etanol/ 100 g FC para o ensaio em batelada alimentada realizado em
agitador orbital.
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