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RESUMO - Este trabalho visa estudar a produc¢éo de bioetanol a partir do bagaco de caju,
matéria prima abundante no Nordeste. O pré-tratamento do bagaco de caju (BC) com
peréxido de hidrogénio alcalino (PHA) e a hidrolise enzimatica do Bagaco de caju pré-
tratado (BC-PHA) foram avaliados visando a conversdo de celulose e hemicelulose em
acucares fermentesciveis. O BC utilizado neste estudo continha 20,56 + 20,19% de
celulose, 10,17 + 0,89% de hemicelulose e lignina 35,26 + 0,90%. O pré-tratamento
resultou numa reducdo no teor de lignina dos solidos residuais. A combinacdo das
enzimas complexo celulase e B-glucosidase, na proporcéo de 0,61:0,39, com carga de 30
FPU/ggcrra € 66 CBU/gsc-pHa, respectivamente, proporcionou a maior concentragéo de
acUcares, com rendimento de glicose (511,68 mg/gscpna - 36 g de glicose / L) e
rendimento de xilose (237,8 mg/gscpra - 13 g/L de xilose). O liquido obtido apds
hidrélise enzimaética foi utilizado para avaliar a producdo de etanol utilizando os micro-
organismos Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e K.
marxianus CCA510 a 30 °C e 150 rpm. A concentracdo de etanol foi semelhante para
todos os micro-organismos (aproximadamente 15 g/L) com coeficiente de rendimento de
produto com base no consumo de substrato (Yps) de 0,50 Qetanol/glicose Para todas as
cepas. No entanto, a levedura S. cerevisiae apresentou maior produtividade ( 7,5 + 0,37

g/(L.h)).

1. INTRODUCAO

A tecnologia de conversdo de biomassa lignocelulésica em carboidratos para posterior
producdo de etanol vem sendo considerada como uma das alternativas mais promissoras em
substituicdo aos combustiveis derivados do petrdleo (Hasunuma e Kondo (2012)).0 seguinte
trabalho tem por objetivo o aproveitamento da biomassa lignocelulésica oriunda da agroindustria
do caju. Segundo dados da FAOSTAT, Organizacdo das Nagbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, o Brasil é o quinto maior produtor mundial de castanha de caju com a producéo de
mais de 230 mil toneladas em 2011. Para a producédo de bebidas, o pedinculo € processado e
resultando em 15% (m/m) de bagaco, o que essencialmente ndo tem valor comercial e é
geralmente descartado pela industria local (Rodrigues et al., 2011). Foi realizado, no presente
trabalho, o pré-tratamento do bagacgo de caju utilizando peroxido de hidrogénio alcalino. Segundo



Karagoz et al. (2012) e Selig et al. (2009), o perdxido de hidrogénio alcalino atua na reducao da
cristalizacdo da celulose e com a agdo oxidativa dos radicais derivados do perdxido, ocorre
elevada despolimerizacdo e solubilizacdo da lignina. A hidrdlise enzimatica trata-se do processo
de conversdo do material lignocelulésico em aclcares para uma posterior fermentacdo (Balat,
2011). Diversas enzimas e parametros sdo avaliadas quanto a capacidade de conversdo em
acucares fermentesciveis (Mclntosh e Vancov, 2011)

Nesse contexto, este trabalho objetiva o estudo do pré-tratamento do bagacgo de caju com
peroxido de hidrogénio alcalino para expor a estrutura recalcitrante do material lignocelulésico
ao ataque enzimatico. Posteriormente, foram avaliados alguns parametros na hidrolise
enzimaética, tais como a carga de enzimas e a carga de celulose, visando um maior rendimento de
glicose e xilose para serem utilizados na producdo de etanol pelas leveduras Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e Kluyveromyces marxianus CCA 510.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Material lignocelulésico: O Bagaco de Caju (BC) utilizado neste estudo foi gentilmente
cedido pela Industria de Processamento de Sucos Jandaia no Ceara, Brasil. O BC foi lavado trés
vezes com agua e seco a 60 °C por 24 h, triturado, peneirado e estocado até seu uso a temperatura
ambiente. Apds peneiramento do material, as particulas que ficaram retidas entre as peneiras de
Mesh 20-80 (0,25-0,84 mm) foram utilizadas como matéria-prima para a realizacdo dos
experimentos.

Enzimas: As enzimas, complexo celulase (NS22074) e B-glucosidase (NS50010), foram
gentilmente fornecidas pela Novozymes (Novozyme, Bagsvaerd, Denmark). A atividade
enziméatica do complexo celulase e B-glucosidase foram determinadas de acordo com Ghose
(1987). O teor de proteinas dos coquetéis enzimaticos foi determinado utilizando o método de
Bradford (Bradford, 1976). A atividade enzimatica e a concentracdo de proteina dos coquetéis
utilizados estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividade enzimética e a concentracdo de proteinas das enzimas comerciais utilizadas no
estudo de hidrélise do caju do bagaco pré-tratado com peroxido de hidrogénio

Enzima Atividade Enzimatica Proteina
(ma/ml extrato)
Complexo celulase 108,12 FPU/mIfV 28,47
B-glucosidase 384,28 CBU/mI" 28,29

2.2 Métodos

Pré-tratamento do bagago de caju com peroxido de hidrogénio alcalino: O bagaco de caju foi
pré-tratado com peroxido de hidrogénio alcalino (PHA) utilizando uma concentracao de 4,3% v/v, em




agitador orbital a 250 rpm, 35 °C por 6 horas. A metodologia utilizada segue o melhor resultado
obtido por Correia et al.(2013).

Caracterizacdo da matéria-prima: O bagaco de caju (BC) antes e ap0s 0 pré-tratamento
(BC-PHA) com peroxido de hidrogénio alcalino, foi caracterizado quanto a sua composicao de
celulose, hemicelulose e lignina segundo a metodologia de Gouveia (2009). Também, realizou-se
analise de extraiveis conforme descritos no protocolo NREL/TP-510-42619(Sluiter et al., 2008a)
e a determinacdo de solidos totais e cinza segundo NREL/TP-510-42621 (Sluiter et al., 2008b).

Hidrolise Enzimaética: A hidrolise enzimética do bagaco de caju pré-tratado foi realizada
segundo a metodologia escrita no protocolo da NREL/TP-510-42629 (Selig et al., 2008) com
algumas modificacBes. Uma quantidade de solidos lavados referente a 0,3 g de celulose em 30
mL foi adicionada em frascos Erlemneyers de 150 mL. Em cada frasco, adicionou-se 15,0 mL de
tampdo citrato de sodio 0,1 M, pH 4.8 ¢ 120 puL de tetraciclina (10 mg/mL em 70% v/v em
etanol) para prevenir o crescimento microbiano durante a hidrolise. Apds, adicionou-se a
quantidade de enzima suficiente para se obter a atividade desejada e calculou-se a quantidade de
agua necessaria para completar o volume reacional de 30 mL. Todas as solucbes e material sélido
foram assumidos apresentar uma densidade especifica de 1,00 g/mL. Posteriormente, os frascos
foram postos em agitador orbital (Tecnal — TE 422) sob agitacdo de 150 rpm, a 45 °C por 72
horas. A cada 24 horas, retirou-se 1,0 mL da mistura reacional e centrifugou-se a 10.000g durante
15 minutos e os sobrenadantes foram usados para a analise de aglUcares.Apds a quantificacdo dos
acUcares na amostra, determinou-se os rendimentos de glicose e xilose segundo Correia et
al.(2013).

Efeito da carga enzimatica na hidrolise enziméatica do BC-AHP: O efeito da carga de
enzima na hidrélise enzimética foi estudada com variacdo das cargas enzimaticas do complexo
celulase e B-glucosidase de 5,0 FPU/ggc-pua € 11,0 CBU/ggc-py para 35 FPU/ggc.pua € 77 CBU/
Osc-PHA, FESpectivamente.

Efeito da carga de celulose na hidrdlise enzimatica do BC-AHP: Com o intuito de obter
uma maior concentracdo de acUcares para posterior conversao em etanol, avaliou-se o efeito da
carga de celulose (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g de celulose/100 mL) na sacarificacdo do BC-PHA, fixando
a melhor carga enzimatica obtida nos estudos anteriores.

Fermentacdo do hidrolisado de BC-PHA para a producdo de etanol: Avaliou-se as
leveduras Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e K. marxianus
CC510 na producéo de etanol. Para a propagacdo do inoculo, foi realizada a metodologia citada
por Rodrigues et al. (2011). O hidrolisado obtido apos a hidrolise enzimatica do BC-PHA, foi
utilizado como meio de cultivo, sendo suplementado com (NH4),SO,4 (1,0 g/L) e extrato de
levedura (5,0 g/L). O pH deste meio foi ajustado para 4,5 e esterilizados a 110 °C por 10 min. As
fermentacdes foram conduzida em Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio sob agitacdo a 30
°C e 150 rpm em agitador orbital (TECNAL, TE-420) com a concentracdo inicial de micro-
organismo de 1,0 £ 0,1 g/L. Os ensaios foram feitos em triplicata e amostras dos meios de cultivo




(1,0 mL) foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos (0 a 10 h) e submetidas a analise
de biomassa, glicose, xilose e etanol.

Concentracdo de biomassa, glicose, xilose e etanol: A concentracdo celular foi determinada
através da analise da densidade 6tica (DO) e a concentracdo de biomassa, expressa em g/L, foi obtida
por curva de calibracdo para cada micro-organismo. A densidade Otica foi acompanhada por
espectrofotometria a 600 nm para a levedura do género Saccharomyces e a 660 nm para as leveduras
do género Kluyveromyces. 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,SO4 a 5 mmoL/L e vazéo de 0,5 mL/min.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo do bagaco de caju in natura e apos pré-tratamento com PHA

A composicdo do caju bagaco in natura utilizado no presente estudo foi de 20,6 + 2,2%
m/m de celulose, 10,2 = 0,9% m/m de hemicelulose, 35,3 £ 0,9% m/m de lignina, 7,8 = 0,6%
m/m de extraiveis e 1,6 £ 0,1% m/m de cinzas. Apds o pré-tratamento usando PHA 4,3% v/v (pH
11,5) a 35 °C e 250 rpm por 6 horas e uma carga de solidos de 5% m/v, a composicao do BC preé-
tratado foi 44,2 £ 0,3% m/m de celulose, 18,3 £ 0,9% m/m de hemicelulose, 2,9 + 0,1% m/m de
lignina, 4,9 £ 0,3% m/m de extraiveis e 5,3% + 0,9% m/m de cinzas. O pré-tratamento com PHA
resultou numa diminuicdo do teor de lignina presente na fibra, indicando que uma fracdo
significativa da lignina foi removida (91,7% de remocdo). Com a diminuicdo do teor de lignina, a
porcentagem de celulose e hemicelulose aumentou de 20,56 e 10,17% m/m para 44,16 e 18,27%
m/m, respectivamente. Segundo Cao et al. (2012) e Karagoz et al. (2012), o pré-tratamento com
perdxido de hidrogénio alcalino aumenta a eficiéncia na hidrélise enzimatica por deslignificacao
e pré-tratamento com PHA é mais eficaz para a solubilizagdo da lignina do que o pré-tratamento
alcalino (Chen et al., 2008).

3.2 Estudo da carga enzimética

As hidrolises e seus parametros foram estudados com a enzima celulase complex e a B-
glucosidase, visto que a enzima B-glucosidase atua de forma conjunta com a celulase, convertendo
celobiose em glicose e evitando assim a inibicdo da celulase (Keshwani, 2009).

Com a proporg¢ao 0,61:0,39 (complexo celulase: B-glucosidase), estudou-se o efeito das cargas
dessas enzimas sobre a producdo de glicose e xilose utilizando o BC-PHA e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. O estudo da carga enzimatica € considerada como um dos fatores mais
importantes na producdo de etanol de materiais lignoceluldsicos. A propor¢éo foi calculada com base
na quantidade de proteina presente no ensaio em (mg proteina/g celulose), levando em consideracéo a
guantidade de proteina presente em 1 ml de extrato enzimatico, atividade por ml de extrato para cada
enzima e a quantidade de bagaco para se obter 1g celulose.



Observa-se na Tabela-2 que com o aumento da carga enzimatica, ocorreu uma aumento no
rendimento e concentracdo dos agucares. As cargas enzimaticas utilizadas nos ensaios 03, 04 e 05,
possibilitam maiores rendimentos, logo maiores concentracfes de glicose e xilose. Visando a
producdo de etanol, maiores concentragdes desses agucares no meio que sera utilizado como meio
fermentativo, maior serd a concentracdo de etanol. Porém, os rendimentos de glicose obtidos nos
ensaios 03, 04 e 05, ndo sdo significativamente diferentes, de acordo com analise de variancia, com
p< 0,05. Aumentando a carga de enzima de 0,2 vezes (de 30 FPU/66 CBU a 35 FPU/77 CBU), nédo
conseguiu aumentar o rendimento de agucar final, o que sugere que a carga de celulase ¢ B-glicosidase
pode ter alcancado o ponto de saturacdo. Portanto, as cargas enzimatica utilizadas no ensaio 04 (30
FPU/ggc-pHa complexo celulase e 66 CBU/gec.pHa B-glucosidase) foram escolhidas para o processo
de hidrélise do BC-PHA. Com o0 aumento da carga enzimatica para as condi¢des do ensaio 05, por
exemplo, aumentaria mais o custo com enzimas e influenciaria no custo com a producao de etanol.

Entdo, para o préximo estudo, utilizou-se a proporc¢éo de 0,61:0,39, com carga enzimatica de 30
FPU/ggc-pua € 66 CBU/ggc-pHa Para as enzimas celulase e B-glucosidase, respectivamente.

Tabela 2 - Efeito das cargas enzimatica da combinagao das enzimas celulase e B-glucosidade, na
proporcdo de 0,61:0,39, no rendimento e concentracdo de glicose, xilose obtidos da hidrolise
enzimatica de BC-PHA a 45 °C, 150 rpm durante 72 horas.

Carga de Enzimas

Glicose Xilose
Ensalo - Celulase  B-glucosidase Rengimento Concentracdo Rendimento = Concentragdo
(FPU/gcpra) (CBU/gsc-pHa) (%) (g/ L) (%) (g/L)
01 5,0 11,0 76,2+0,9 6,9+0,1 33,1+0,1 29+0,0
02 15,0 33,0 85,8+ 0,7 7,7+£0,3 64,8 +0,3 57+0,2
03 20,0 44,0 98,15+06  88%0,2 90,7 +0,1 79+01
04 30,0 66,0 1030+17 93+00  953+21  83+03
05 35,0 77,0 1038+1,1 100+01 100016  90+0,2

3.3 Estudo da carga de celulose

Um dos principais fatores que afetam a taxa de producdo de aglcares por hidrdlise
enzimatica € a concentracdo inicial de substrato (de celulose e/ou hemicelulose). Altas
concentracdes de substrato podem causar inibi¢des, o que reduz substancialmente a eficiéncia do
biocatalisador. Para avaliar esse efeito, realizou-se um ensaio variando a carga inicial de celulose,
ou seja, a concentracdo inicial de BC-PHA. A Figura 1 apresenta a concentracdo de glicose
obtida no hidrolisado variando a carga de celulose, utilizando as condi¢des enziméticas do Ensaio
04 (CE'U'&SE 30 FPU/gBC_pHA, B-glucosidase 66 CBU/ch_pHA).

Analisando a Figura 1, observa-se um aumento na concentracdo de agucares com o aumento da
carga de celulose. Nota-se que aumentando a concentracdo de 1 para 4 Qeelulose/ 100 mL, ocorre um



aumento de 260% na concentracdo de glicose, correspondendo a uma concentracdo de 36 g/L com a
maior carga de celulose avaliada. Aumento semelhante foi obtido para a concentragcdo de xilose
(225%), corresponde a maior concentracdo de 13 g/L. Para o material lignoceluldsico avaliado,
observou-se um inchamento com concentragdes maiores que 10% m/v, correspondendo a 4,2
Ocelulose/ 200 mL de meio reacional, por isso nao se realizou ensaios com cargas maiores.
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Figura 1- Efeito da carga de celulose na concentracdo de acucares obtidos por hidrolise
enzimatica (45 °C, 150 rpm por 72 h) do BC-PHA, usando 30 FPU/ggc-pHa de celulase e 66 CBU/ggc.-
pra de B-glucosidase.

Com base neste resultados, a carga de celulose de 4 g/100 ml, foi selecionada para a hidrélise
enzimatica do BC-PHA e o hidrolisado obtido utilizado no estudo de producdo de etanol. Outros
autores (Vasquez et al., 2007) também observaram que o aumento da percentagem de sélidos teve um
efeito positivo sobre a producdo de glucose quando se utiliza o bagaco de cana.

3.4 Fermentacao do hidrolisado de BC-PHA para a producéo de etanol (HFS)

Os perfis de glicose, xilose e etanol sdo apresentados nas Figuras 2A, 2B e 2C, para 0S micro-
organismos S. cerevisiae, K. marxianus ATCC36907 e K .marxianus CCA510, respectivamente. O
substrato utilizado nesse processo foi o hidrolisado enzimético obtido com as melhores condicoes
obtidas no estudo de hidrolise do BC-PHA. Observa-se por analise das Figura 2A, 2B e 2C que 0s
perfis de glicose, xilose e etanol para os trés micro-organismos avaliados, atingem patamares
semelhantes, porém a levedura S. cerevisiae metabolisa mais rapido a glicose, comparado com a K.
marxianus ATCC36907 e CCA510. No estudo realizado com S. cerevisiae, a xilose ndo foi
metabolisada e com 2 h a concentragdo de glicose no meio atingiu 0 g/L. A maior concentragéo de
etanol (15 = 0,74 g.L-1) foi obtida nesse periodo de cultivo com uma produtividade de 7,5 + 0,37
o/(L.h) para S. cerevisiae. As duas leveduras K. marxianus consumiram a xilose, no entanto a
concentragdo de etanol obtida foi a mesma no ensaio fermentativo conduzido com S. cerevisiae,
aproximadamente 15 g/L. Porém, o metabolismo dessas cepas é mais lento e esse patamar na
concentracdo de etanol foi obtido com 6 h de cultivo, com produtividade de 3,75 g/L.h. Entdo, a



fermentacdo com S. cerevisiae apresenta maior produtividade em comparacdo com outros micro-
organismos estudados.O coeficiente de rendimento de produto com base no consumo de substrato
(Ypss) foi 0,50 Qetanol/Jgiicose Para todas as cepas, valor proximo ao rendimento tedrico 0,51. Esses
resultados indicam que o hidrolisado obtido pela hidrélise enziméatica do BC-PHA pode ser utilizado

com substrato para a producdo de etanol utilizando os trés micro-organismos avaliados.
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Figura 2-Producéo de etanol conduzida a 30 °C, 150 rpm, com o hidrolisado obtido da melhor
condicédo de hidrolise enzimatica (30 FPU/ggc-pna complexo celulase, 66 CBU/ggc-pra B-glucosidase,
4 Qeelulose/ 100 mL, 150 rpm, 45°C por 72 horas) utilizando os micro-organismos (A) S. cerevisiae, (B)

K. marxianus ATCC36907 e (C) K. marxianus CCA510. (e) Glicose; (V) Xilose e (m) Etanol.

4. Conclusdes

Resultados obtidos mostraram que a fibra do caju apresenta potencial em carboidratos para
producdo de etanol por fermentacdo. O pré-tratamento com PHA possibilitou uma uma
deslignificacdo do BC e apds estudos de parametros da hidrdlise enzimatica, a carga enziméatica com
30 FPU/ g BC-AHP do complexo celulase e 66 CBU/g g BC-AHP de B-glucosidase e 4,0 g celulose /
100 solugéo proporcionou o melhor um rendimento de agtcar. Com o hidrolisado contendo 35,7 g/L
glicose e 13 g/L xilose, foi realizada uma fermentacdo que resultou resultou em um coeficiente de

rendimento de produto com base no consumo de substrato (Yps) de 0,50 Getanol/Gglicose Valor proximo
ao rendimento teorico 0,51
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