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RESUMO

Nesse trabalho, estudou-se a producdo de etanol de bagaco de caju apds pre-tratamento acido
seguido de alcali (CAB-OH) através dos processos de Fermentacdo e Hidrolise Separadas
(SHF) e Fermentacdo e Hidrdlise Simultaneas (SSF). No processo SHF, o hidrolisado obtido
da hidrolise enzimatica de CAB-OH foi submetido a etapa de fermentacdo com diferentes
linhagens de Saccharomyces (S. cerevisiae CCAO008, Saccharomyces sp. 1238, S. cerevisiae
01, S. cerevisiae 02), Kluyveromyces (K. marxianus CCA510, CE025 e ATCC36907) e
Hanseniaspora sp. GPBIio03. A fermentagdo do hidrolisado foi conduzida a 30 °C com
concentragdo inicial de glicose de 50 g.L™. Apés o screening de leveduras, a linhagem de K.
marxianus ATCC36907 destacou-se com maior concentracio de etanol de 20 gL' com
consumo de toda glicose no hidrolisado. Resultados similares foram obtidos com
Saccharomyces sp. 1238 e com a levedura isolada do caju (Hanseniaspora sp. GPBio03) com
maiores concentracdes de etanol de 22,41 gL' e 24,54 gL, respectivamente. Com o
proposito de estudos posteriores de SSF, avaliou-se a influéncia da temperatura da levedura
termotolerante K. marxianus ATCC36907 em glicose PA e hidrolisado enzimatico de CAB-
OH. Os resultados mostraram que para a glicose PA, a variagdo da temperatura (30, 35, 40, 45
e 50 °C) ndo influenciou nos valores de conversdao de glicose em etanol (Yg/g) obtendo-se
valores na faixa de 0,45-0,46 GQetanol/Oglicose- POr outro lado, os resultados de Ygic em
hidrolisado enzimatico foram ligeiramente influenciados pela temperatura, obtendo-se 0,39
etanol/Jglicose @ 30°C € 0,43 Getanol/Iglicose @ 40 °C. Em seguida, realizou-se a SSF de CAB-OH
com K. marxianus ATCC36907 a 40 °C e celulases de Celluclast 1.5L a 15 FPU/Qceiutose. A
maior concentracdo de etanol (24,90 + 0,89 g.L™) foi obtida em 76h de fermentagdo com
produtividade de 0,33 g.L"t.h?, conversdo de glicose em etanol (Y’g/c) de 0,34 e eficiéncia de
producdo de etanol de 66,3%. Contudo, visando aumentar a producdo de etanol em estudos
posteriores de SSF, realizou-se o estudo de hidrélise enzimatica com outros complexos de
celulases (NS 22074) e celobiases (NS 50010). Os resultados de hidrélise enzimatica
mostraram que a atividade de celulases NS 22074 a 30 FPU/Qceluiose SEM suplementacdo de
celobiase resultou no rendimento de glicose de 93,77 + 2,72% sendo resultado promissor para
estudos de SSF com esse complexo enzimatico. Nos ensaios de SSF com celulases do
complexo NS 22074, inicialmente realizou-se o estudo da temperatura (40, 42, 45 e 50 °C)
com K. marxianus ATCC36907 utilizando celulose microcristalina; e, em contrapartida com
os resultados SHF, na temperatura de 40 °C foi obtida a maior concentracdo de etanol de
19,86 + 0,32 g.L, em 72h de fermentagdo. Diante desses resultados, realizou-se o processo
de SSF de CAB-OH nas seguintes condi¢fes: 40 °C de temperatura e 30 FPU/Qceiuose dO
complexo de celulases NS 22074. A maior concentracdo de etanol (37,35 + 0,64 g.L™) foi
obtida em 80h de fermentacdo, com produtividade de 0,46 g.L™".h™. Diante desses resultados,
observa-se que a mudanca do complexo enzimatico de Celluclast 1.5L para NS 22074
proporcionou 0 aumento no valor de Y'gic de 0,34 Getanol/glicose Para 0,49 Getanol/Yglicose € NO
rendimento de etanol de 66,3% para 95,59%, 0 que torna o bagaco de caju pré-tratado
promissor como matéria-prima para producdo de etanol de segunda geracdo por processo SSF
utilizando a levedura K. marxianus ATCC36907.

Palavras chave: Bagaco de caju, Etanol, Fermentacdo e Hidrdlise Separadas, Fermentacdo e
Hidrélise Simultineas, Kluyveromyces marxianus ATCC36907.



ABSTRACT

In this work, the ethanol production from cashew bagasse was studied after acid followed by
alkali pretreatment (CAB-OH) using the Separate Hydrolysis and Fermentation (SHF) and
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) processes. In SHF process, the
hydrolysate obtained from enzymatic hydrolysis of CAB-OH was used as carbon source for
fermentation with different strains of Saccharomyces (S. cerevisiae CCA008, S. cerevisiae 01,
S. cerevisiae 02 and Saccharomyces sp. 1238), Kluyveromyces (K. marxianus CCA510,
CEO025 and ATCC36907) and Hanseniaspora sp. GPBIio03. The bioprocess was conducted at
30 °C and 50 g.L! initial glucose concentration. The K. marxianus ATCC36907 achieved
ethanol concentration of 20 g.L™* with consumption of all glucose in the hydrolysate. Similar
results were obtained with Saccharomyces strains and higher ethanol concentration (23.43
gL') was obtained by Saccharomyces sp. 1238. The maximum ethanol concentration of
2454 g.L'' was achieved by Hanseniaspora sp. GPBIio03. Focused on further studies using
SSF process, it was evaluated the temperature influence of thermotolerant yeast K. marxianus
ATCC36907 in glucose and enzymatic hydrolysate from CAB-OH. The results showed that
the temperature (30, 35, 40, 45 and 50 °C) did not affect the values of Ygc (0.45 to 0.46
Oethanol/glucose)  USING  glucose as substrate. Moreover, the ethanol vyields obtained with
enzymatic hydrolysate were slightly influenced by temperature, 0.39 and 0.43 Gethanol/Oglucose
were obtained at 30 and 40 °C, respectively. Based on this, the SSF of CAB-OH and K.
marxianus ATCC36907 was conducted at 40 °C with cellulases from Celluclast 1.5L at 15
FPU/Geennuiose. The highest ethanol concentration (24.90 + 0.89 g.L™) was obtained with 76h of
fermentation with 0.33 g.L"".h!, 0.34 Gethanol/Ggiucose @nd 66.3% of productivity, Y'g/c and of
ethanol efficiency, respectively. In enzymatic hydrolysis studies, the cellulase NS 22074 at 30
FPU/Qceuiose Without cellobiases supplementation resulted in glucose yield of 93.77 + 2.72%
which is promising for studies of SSF with this enzyme complex. The temperature (40, 42 ,
45 and 50 °C) influence in SSF process using microcrystalline cellulose, in contrast with SHF
results, higher ethanol concentration, 19.86 + 0.32 g.L, was obtained at 40 °C. The SSF
using CAB-OH, 30 FPU/Qceiuose Cellulases NS 22074 at 40 °C showed higher ethanol
concentration of 37.35 + 0.64 gL' at 80h, with productivity of 0.46 g.Lh?. In this
condition, there was an increase of Y'gig from 0.34 t0 0.49 GQethanol/Qgiucose and the ethanol
efficiency from 66.3% to 95.59% when compared to results obtained with SSF using
Celluclast 1.5L. Based on the results of efficiency and ethanol yield (Y'g/c), the cashew apple
bagasse showed as lignocelulose feedstock promising material for second generation ethanol
production by SSF process using the yeast K. marxianus ATCC36907 and NS 22074
cellulases complex.

Keywords: Cashew apple bagasse, Ethanol, Separate Hydrolysis and Fermentation,
Simultaneous Saccharification and Fermentation, Kluyveromyces marxianus ATCC36907.
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de K. marxianus ATCC36907 a 150 rpm em meio com glicose PA. 30 °C (m), 35 °C
(®), 40 °C (#), 45 °C (A) €50 °C (W)orooeeoeeeeeeeeeeeeeee st
Figura 4.9 - Velocidades especificas para a producdo de biomassa (A), consumo de
glicose (B) e formacdo de etanol (C) no estudo da influéncia da temperatura na
producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 em glicose PA. 30 °C (m), 35 °C (o),
40 °C (#), 45 °C (A) 50 PC ()it
Figura 4.10 - Perfis de biomassa e glicose (A), concentracdo e produtividade de etanol
(B) de K. marxianus ATCC36907 em hidrolisado enzimético de CAB-OH a 150 rpm.
Em (A), Biomassa a 30 °C (m) 40 °C (+) € 50 °C (e) e Glicose a 30 °C (o), 40 °C (o) e
50 °C (). Em (B), Concentracdo de etanol a 30 °C (m), 40 °C (+) e 50 °C (o) €
produtividade a 30 °C (1), 40 °C (©) € 50 °C (0).reiuiereieeiiiieieeiieeee s se e
Figura 4.11 - Velocidades especificas para a producdo de biomassa, etanol e consumo
de glicose de K. marxianus ATCC36907 em hidrolisado enzimatico de bagaco de caju a
150 rpm e 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C). px (m) ps (®) e pp (A)emh™t e,
Figura 4.12 - Producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 por SSF de CAB-OH
com Celluclast 1.5L a 15 FPU/Qcelutose; 7,5% (M/V) de celulose (10% m/v de CAB-OH),
a 40 °C e 150 rpm. Etanol (m), glicose (V), celobiose (A)e xilose (®).......ccceevvrvrnrnenn
Figura 4.13 - Digestibilidade de glicose e xilose apos a hidrdlise enzimatica de CAB-
OH (1% m/v de celulose) com celulases de Celluclast 1.5L e NS 22074 a
60FPU/Qceruiose @ 45 °C e 150 rpm. Digestibilidade de celulose (@) e hemicelulose (A)
apos hidrélise com o complexo Celluclast 1.5L. Digestibilidade de celulose (o) e
hemicelulose (A) ap6s o uso do complexo de celulases NS 22074.........cccccevvvevveciecieennnn,
Figura 4.14 - Digestibilidade de celulose de CAB-OH ap6s a variagdo da atividade de
celulase NS 22074 com suplementacdo de 60 UCB/g de celobiase NS 50010.
Digestibilidade em 24h (m), 48h (®) e 72h (A). Hidrolise enzimatica realizada a 45 °C
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Figura 4.15 — Digestibilidade de hemicelulose de CAB-OH da variacdo da atividade de
celulase NS 22074 com suplementacdo de 60 UCB/g de celobiase NS 50010.
Rendimentos de xilose apos 24h (m), 48h () e 72h (A). Hidrdlise enzimética realizada
A A5 PC € L50IPIM. .ttt bt et
Figura 4.16 - Digestibilidade de celulose de CAB-OH da variacdo da atividade de
celobiase NS 50010 e celulase NS 22074 a 30 FPU/Qceiuose- Digestibilidade sem adicdo
de de celobiase (controle) (m), 10 UCB/g (e), 30 UCB/g (A), 60 UCB/g (V¥), 100
UCB/g (¢). Hidrdlise realizada a 45 °C € 150IPM....ccciiiiiiiiiiiiiiiieie e
Figura 4.17 - ConcentragOes de glicose (A) e etanol (B) da variagdo da temperatura de
fermentacdo de K. marxianus ATCC36907 em processo SSF utilizando celulose
microcristalina  como substrato. Fermentacdo conduzida a 10% (m/v) de celulose
microcristalina, celulases de NS22074 a 15 FPU/Qcelyiose € 150 rpm. 50 °C (m), 45 °C
(), 42 °C (W) €40 PC (A ) ettt sttt a et ens
Figura 4.18 - Producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 por SSF de CAB-OH
com celulase NS 22074 a 30 FPU/Qcelulose; 7,5% (m/V) de celulose de CAB-OH, a 40 °C
e 150 rpm. Glicose (V), celobiose (m), Xilose (@) e etanol (A)........cccovvevviieviieiniiieinnnns
Figura 4.19 — Balanco de massa da producdo de etanol de segunda geracdo de bagaco
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Figura A.3 — Espectro de FT-IR de bagaco de caju ap6s pré-tratamento acido (CAB-H)
(3700-800 CITIL)...oeeeeee ettt ettt ettt e e en e es s
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1. INTRODUCAO

No Brasil, ao longo das Ultimas décadas, a agroindustria do caju vivenciou um
rapido crescimento nos seus indicadores quantitativos, passando a ocupar uma area de 700 mil
hectares com a cultura, com capacidade instalada da industria processadora de castanha de
280 mil toneladas/ano. Segundo dados da FAOSTAT (2013), Organizagdo das Nacbes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura, o Brasil € o quinto maior produtor mundial de castanha de
caju com a producdo de mais de 230 mil toneladas em 2011. Por outro lado, o processamento
industrial de peddnculo para a producdo de bebidas resulta em torno de 15% (nVm) de
bagaco, que representa nenhum valor comercial, sendo uma das principais fontes de residuos
do agronegécio local. Esses fatores agregam potencial para a utilizacdo do bagaco de caju
como matéria-prima alternativa e de baixo custo (<R$ 0,25/Kg) para a producdo de etanol de
segunda geracdo (FERREIRA et al., 2004; MATIAS et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007;
ROCHA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011).

Em geral, os lignocelulésicos sdo considerados materiais fibrosos, que formam
matrizes complexas constituidas de celulose, hemiceluloses e pectinas. Adicionalmente, essa
matriz € impregnada com lignina, cuja funcdo é de conferir rigidez, impermeabilidade e
resisténcia. Esses materiais representam a fonte de biomassa mais abundante e de baixo custo
do mundo, portanto, 0 seu uso possibilita a utilizacdo de uma vasta gama de residuos de
atividades domésticas, agricolas e industriais para a producdo de um biocombustivel
renovavel (ALZATE; TORO, 2006; HU; WEN, 2008; MORENO et al., 2013; HAQUE et al.,
2013).

A tecnologia de conversdo de biomassa lignocelulésica em carboidratos para
posterior producdo de etanol vem sendo considerada como uma das alternativas mais
promissoras em substituicio aos combustiveis convencionais derivados do petroleo (ZHU et
al., 2006; ALZATE; TORO, 2006; ALVIRA et al., 2010; HASUNUMA; KONDO, 2012).

Para a producdo do biocombustivel desses materiais, em geral, o processo baseia-
se na etapa inicial de pré-tratamento para aumentar a acessibilidade das enzimas hidroliticas
durante a hidrdlise enzimatica. Em seguida, os monossacarideos provenientes da celulose séo
convertidos em etanol por micro-organismos etanologénicos (LIN et al., 2013). A literatura

mostra uma diversidade de pré-tratamentos avaliados na remocdo de acucares de
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lignocelulésicos:  pré-tratamento  com acidos, é&lcalis, fluidos supercriticos, organosolv,
explosdo a vapor, auto-hidrélise, micro-ondas entre outros (ALVIRA et al., 2010; GIRIO et
al., 2010). Na etapa de fermentacdo, o processo pode ser conduzido em sequéncia, conhecido
por Fermentacdo e Hidrdlise Separadas (SHF) ou em uma Unica etapa, Fermentacdo e
Hidrélise Simultdneas (SSF). Contudo, no processo simultdneo, a temperatura Otima para a
sacarificacdo € mais elevada do que pode ser tolerada pela maioria das leveduras produtoras
de etanol, fato que poderia ser otimizado através do uso de leveduras termotolerantes (LIN et
al., 2013).

A producdo de etanol em temperaturas elevadas tem recebido merecido destaque
devido ao potencial de leveduras termotolerantes, que podem produzir grandes quantidades de
etanol em temperaturas favoraveis a hidrolise enzimatica, tornando vidvel o processo de
Fermentacdo e Hidrdlise Simultdneas (SSF) (HASUNUMA; KONDO, 2012). Akm disso, 0
processo simultdneo (SSF) possibilita a reducdo da inibicdo enzimatica pela presenca de
glicose em virtude da sua conversdao em etanol, além da producdo continua do biocombustivel
e reducdo dos riscos de contaminacdo (LIMTONG et al.,, 2007; WANG et al., 2012;
MORENO et al., 2013; LIN et al., 2013).

Atualmente, a producdo industrial de etanol por fermentacdo emprega o uso da
levedura S. cerevisiae em temperaturas de até 35 °C. Kluyveromyces marxianus é considerada
uma levedura promissora sendo termotolerante em temperaturas de até 52 °C (LIMTONG et
al., 2007; WATANABE et al., 2010; LIN et al., 2013). Nesse sentido, o desafio para
producdo de etanol por SSF é conciliar as condicGes favoraveis da hidrélise enzimatica com
as da fermentacdo mantendo a eficiéncia da producdo do biocombustivel.

Nesse trabalho, o potencial do bagaco de caju como matéria prima lignocelulésica
para producdo de etanol de segunda geracdo foi avaliado pelos processos de Fermentagdo e
Hidrélise Separadas (SHF) e Fermentacdo e Hidrolise Simultaneas (SSF). Para alcancar esse
objetivo, os diferentes parametros da hidrolise enzimatica e fermentacdo foram avaliados
através das etapas que se encontram discriminadas a seguir:

e Screening de leveduras dos géneros Saccharomyces, Kluyveromyces e

Hanseniaspora para avaliagdo do potencial na producdo do etanol em

hidrolisado enzimatico de bagaco de caju apds prée-tratamento;
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e Avaliagdio da influéncia da temperatura na producdo de etanol de
Kluyveromyces marxianus ATCC36907 por processo SHF em glicose PA e
hidrolisado enzimatico de bagaco de caju apds pré-tratamento;

e Variagdo da atividade enzimitica inicial de diferentes complexos enzimaticos
(NS 22074 e NS 50010) da Novozymes na hidrdlise enzimatica de bagaco de
caju pré-tratado;

e Estudo da influéncia da temperatura na producdo de etanol de Kluyveromyces
marxianus ATCC36907 por processo SSF utilizando celulose microcristalina;

e Producéo de etanol de Kluyveromyces marxianus ATCC36907 por processo
SSF utilizando bagaco de caju pre-tratado;

e Comparacdo da producdo de etanol dos processos SHF e SSF de

Kluyveromyces marxianus ATCC36907 utilizando bagago de caju pré-tratado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os cenérios de producdo e consumo do biocombustivel etanol

O etanol, também denominado alcool etilico (C,HsOH) foi inserido na matriz
energética brasileira no inicio do século XX face a necessidade de amenizar as sucessivas
crises no setor acucareiro e na tentativa de reduzir a dependéncia do petroleo importado. Em
1933, 0 governo de Getulio Vargas criou o Instituto do Aclcar e do Alcool — IAA tornando
também obrigatoria a mistura de etanol na gasolina (AGEITEC, 2013).

Na década de 1970, o Brasil implementou o programa “Proalcool” de substituicdo
em larga escala dos combustiveis wveiculares derivados de petrdleo por éalcool. Neste
programa, a cana de agUcar foi escolhida como a matéria-prima para a producdo de etanol, o
que levou o pais a uma posicdo de destague em termos de avancos tecnoldgicos e seguranca
energética (SOCCOL et al., 2010).

No mercado mundial de combustiveis, o etanol propicia uma oportunidade para a
insercdo da producdo brasileira, haja vista a competitividade da indUstria nacional. Em 2012,
foram produzidos 23,5 bilhGes de litros de etanol (volume 2,8% superior a 2011), sendo 9,7
bilhdes de anidro e 13,9 de hidratado (EPE, 2013).

Em 2012, as exportacGes brasileiras de etanol totalizaram 3,1 bilhdes de litros,
sendo 2,0 bilhGes para os EUA. O comércio de etanol entre Brasil e UE ndo tem sido
expressivo, assim como no mercado asiatico. Em 2012, o Brasil exportou 96 milhdes de litros
de etanol para a Unido Europeia, 18 milhdes a menos do que em 2011. No Brasil, a principal
via de exportacdo de etanol € a portudria, que representou 99,7% dos volumes exportados em
2012. Nos Ultimos anos, os maiores importadores de etanol produzido no Brasil foram
Estados Unidos com aproximadamente 67% do volume total, e paises da América Central
(15%) e da Asia (11%) (EPE, 2013).

Em relacdo as projecbes de demanda por etanol, a OIA (Organizagdo
Internacional do Acucar) prevé que a demanda dobrara até 2020. A entidade projeta que o
consumo mundial dobrara até 167 bilhdes de litros em 2020. Por mercados, a OIA espera
demanda de 88 bilhdes de litros nos EUA, 35 bilhGes de litros no Brasil, 12 bilhdes de litros
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na Unido Europeia, 8 bilhdes de litros na China e 24 bilhdes de litros em outros mercados
(BRASILAGRO, 2013a).

Diante dessa demanda, uma alternativa seria 0 aumento na producdo de etanol
com o uso de tecnologias para converter a celulose dos lignoceluldsicos em etanol de segunda
geracdo, especialmente os residuos agroindustriais (HASUNUMA e KONDO, 2012; HAQUE
et al., 2013). No caso da cana-de-acUcar, as folhas, palhas e o bagaco representam dois tercos
da biomassa, sendo somente um terco utilizado para producdo do biocombustivel (SOCCOL
et al,, 2010). Em relacdo ao bagaco de caju, a utilizacdo do rejeito da agroindUstria do caju
para producdo de etanol de segunda geracéo tem sido abordada em diferentes estudos, em que
0s autores avaliaram diferentes pardmetros que envolvem as etapas de pré-tratamento
(alcalino, acido de alcali e micro-ondas), hidrolise enzimatica e fermentacdo para producdo do
biocombustivel (ROCHA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010; CORREIA et al., 2013).

Contudo, a producdo de etanol celulésico comeca a deixar a fase de experimentos
e vai ganhar escala comercial no Brasil. Trés usinas para processamento de etanol celuldsico
devem entrar em opera¢do no pais entre 2014 e 2015. Juntas, vdo produzir 160 milhdes de
litros por ano de etanol e demandar investimentos de cerca de R$ 800 milhGes. O desafio
desses projetos serd replicar em larga escala os custos competitivos, em tese, ja alcancados
nas escalas experimentais. Para chegar ao valor almejado, serd instalada uma planta em
Alagoas ao lado de usinas de etanol de primeira geracdo (BRASILAGRO, 2013b).

2.2 O Caju (Anacardium occidentale L.)

O caju (Anacardium occidentale L.) pertence a familia botanica Anacardiaceae e
ao género Anacardium (Figura 2.1) E considerado muitas vezes como o fruto do cajueiro,
embora seja um pseudofruto ou pedinculo. E constituido pela castanha que é a fruta
propriamente dita, e 0 peddnculo floral que apresenta aspecto piriforme (em forma de péra),

sendo comumente comercializado nas cores amarelo e vermelho (RODRIGUES et al., 2007).
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Figura 2.1 - Caju (Anacardium occidentale L.) (Fonte: http://www.agrosoft.org.br/agropag/ 210201.htm).

O cajueiro (Figura 2.2) é originario do Brasil, tendo como centro de dispersdo o
litoral nordestino, mas também sendo encontrado na América Central, Africa e Asia
(principalmente na India e Vietnam). Na Africa, espalhou-se no final do século XVI para
outros paises, como Mogcambique, india, Angola e Quénia. A &rea ocupada com essa
plantacdo no Pais é estimada em 700.000 ha, dos quais mais de 90% encontra-se na regiao
Nordeste (ASSUNCAO e MERCADANTE, 2003; LEITAO, 2011).

Figura 2.2 - Cajueiro (Fonte: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/  gestor/ caju/  arvore/
CONTO00fi8wxjm202wy iv80z4s4730ed235b.html).

A cajucultura nacional representa uma atividade de expressiva importancia
socioeconbmica, considerando que a indUstria de beneficiamento de castanha de caju, com
uma capacidade de processar 280 mil toneladas/ano, sdo responsdveis pelo emprego de
37.500 pessoas no meio rural e 15.000 empregos nas industrias de beneficiamento de

castanha. Esses nUmeros sdo mais expressivos ainda quando se considera o incremento do
6

Estudo comparativo da producgéo de etanol por processos de SHF (Fermentacao e Hidrdlise Separadas) e
SSF (Fermentacgéo e Hidrolise Simultaneas) de bagaco de caju (Anacardium occidentale L.)



Rodrigues, T. H. S.

beneficiamento da castanha em minifabricas e nas industrias de sucos, doces e derivados no
agronegécio caju (MONTENEGRO et al., 2007).

Segundo dados estatisticos de FAOSTAT (Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura), em 2011 o Brasil foi 0 quinto maior produtor de castanha de caju
com a producdo de mais de 230 mil toneladas. Essa producdo foi a maior do pais entre 2007-
2011. O pais ficou depois dos paises Vietnam, lider mundial com producdo de mais de 1
milhdo de toneladas seguido da Nigéria, india e Costa do marfim.

Por outro lado, a producdo de peddnculos de caju no Brasil é estimada em torno
de 1,8 milhdo de toneladas por ano. No entanto, o aproveitamento desse pedudnculo que
representa cerca de 90% do fruto, é de apenas 10-15% do total. Uma das razbes para o baixo
aproveitamento do pedinculo do caju € sua rapida deterioragdo. Considerando o
processamento industrial do pedunculo do caju, em torno de 15% (m/m) de bagago séo
gerados, representado em torno de 40.500 toneladas de residuo por ano (ASSUNGCAO e
MERCADANTE, 2003; RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2011; LEITAO,
2011).

De acordo com MATIAS et al. (2005), o bagaco de caju (Figura 2.3) desidratado
¢ constituido de acucares totais (16,86 mg/100g) dos quais 13,32 mg/100g sdo acucares
redutores, proteinas (3,25%), fibras (41,53%) e lipidios (1,3%), 0 que o torna uma matéria-

prima em potencial para diversas aplicacbes além do aproveitamento de um rejeito.

Figura 2.3 — Bagaco de caju in natura.

Varios sdo os estudos na literatura para o aproveitamento do bagago de caju. Estes
incluem a obtencdo de produtos de alto valor agregado, biocombustives e alimentos, o que
7

Estudo comparativo da producgéo de etanol por processos de SHF (Fermentacao e Hidrdlise Separadas) e
SSF (Fermentacgéo e Hidrolise Simultaneas) de bagaco de caju (Anacardium occidentale L.)



Rodrigues, T. H. S.

diversifica e amplia as oportunidades do uso do rejeito. Destacam-se a producdo de enzimas
por Fermentacdo em Estado Solido (RODRIGUES et al., 2007 e 2008), extracdo de
carotendides e flavondides (BARBOSA, 2010), producdo de hambirguer de caju (LIMA,
2007) e producdo de bioetanol (PINHEIRO et al., 2008; ROCHA et al., 2009; 2011,
RODRIGUES et al., 2010) e biogas (LEITAO, 2011).

2.3 A estrutura da biomassa lignocelul6sica

Em geral, os lignocelulosicos s@o constituidos majoritariamente de polimeros de
carboidratos (celulose e hemicelulose) e de lignina (Figura 2.4). Pectina, extraiveis, proteinas
e minerais compreendem uma pequena propor¢cdo em um arranjo complexo que os tornam
recalcitrantes a hidrdlise. As cadeias de celulose e hemicelulose correspondem a dois ter¢os
dos lignocelulésicos sendo os substratos para producdo de etanol de segunda geracdo (GIRIO
et al, 2010). Os lignocelulosicos, alvo dos estudos para producdo do etanol, em geral
constituem os residuos agricolas, como palha de milho, bagaco de cana, madeira, grama, 0S
residuos urbanos organicos além dos residuos das atividades agroindustriais (GOMEZ et al.,
2008; VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

i

Figura 24 - Organizagéo geral da estrutura dos lignoceluldsicos (Fonte:
www.nature.convnrg/journal/v9/né/full/nrg2336.html).
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2.3.1 Celulose

Celulose é um homopolimero linear formado de unidades de B-D-glicose que s&o
ligadas por interagdes [-1,4-glicosidicas (Figura 2.5). As cadeias de celulose nos
lignoceluldsicos sdo unidas por ligacbes de hidrogénio que formam microfibrilas devido a
forte interagdo da ligacdo, tornando a sua natureza cristalina muito recalcitrante a degradacéo,
sendo essa caracteristica uma barreira para sua hidrolise. Por outro lado, algumas partes da
estrutura da celulose podem ser de natureza amorfa, que é mais facil para se degradar (VAN
DYK e PLETSCHKE, 2012).
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Figura 2.5 - Estrutura da celulose.

2.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo uma classe heterogénea de polimeros que representam, em
geral, 15-35% da biomassa da planta e que pode conter pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose),
hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, o-D-galactose) e/ou &cidos urbnicos (o-D-glicurénico, a-
D-4-O-metilgalacturénico ¢ os acidos a-D-galacturénicos). Outros carboidratos, como a o-L-
ramnose e a-L-fucose também podem estar presentes em pequenas quantidades sendo que os
grupos hidroxil destes componentes podem ser parcialmente substituidos por grupos acetil.
Homopolimeros de xilose, também conhecidos por homoxilanas s6 ocorrem em algumas
algas. As hemiceluloses mais relevantes sdo xilanas e glucomananas, sendo as xilanas mais
abundante, especialmente na madeira das folhosas que sdo predominantes nas zonas tropicais
(GIRIO et al., 2010).
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2.3.3 Lignina

Em contraste com a celulose e a hemicelulose, a lignina € um polimero complexo
formado de compostos fendlicos, que sdo também chamados de monoligndis. As ligacdes
aleatorias carbono-carbono entre os monoligndis resultam na formacdo de dimeros, trimeros e
tetrdmeros que definem a estrutura complexa da lignina. A composicdo da lignina varia
bastante entre os lignocelulosicos, sendo seu arranjo tridimensional desconhecido. A presenca
de elevados niveis de lignina na parede celular dos vegetais proporciona rigidez, resisténcia
aléem de uma protecdo eficaz contra patdgenos (GOSSELINK et al., 2004; VAN DYK e
PLETSCHKE, 2012).

2.4 Producdo de etanol de lignoceluldsicos

Embora o bioetanol produzido a partir do milho ou da cana-de-aclcar domine 0s
mercados de biocombustiveis no momento, o espaco para 0 desenvolvimento dessas
cultivares para producdo de etanol tem sido limitado pela demada de terra para o
fornecimento de alimentos. Dessa forma, o uso dos lignoceluldsicos provenientes das diversas
atividades agroindustriais se enquadra como uma alternativa na producdo de etanol (SHEN et
al., 2011).

Contudo, o processo para a producdo de etanol a partir de lignocelulosicos € mais
complexo do que a sua producdo a partir da sacarose da cana ou amido do milho. A estrutura
cristalina e recalcitrante da biomassa, que torna a parede celular da planta resistente a
biodegradacdo, dificulta a sua hidrolise em agUcares monoméricos para a subseqlente
conversdo por fermentacdo, 0 que agrega ao processo algumas etapas para a obtencdo do
biocombustivel. De forma simplificada, a producdo de etanol de lignocelulésicos compreende
as etapas de pre-tratamento, hidrolise enzimética da celulose, fermentacdo e purificacdo do
etanol para atender as especificacdes do biocombustivel (WEN et al., 2009; ALVIRA et al.,
2010).
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2.4.1 Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica

Para se obter um elevado rendimento global de etanol de segunda geracéo, o preé-
tratamento € considerado, por muitos autores, uma etapa crucial para melhorar a
acessibilidade das enzimas hidroliticas as cadeias de celulose da biomassa, pois a
digestibilidade da celulose ¢é dificuttada por fatores fisico-quimicos, estruturais e
composicionais (ALVIRA et al., 2010; SHEN et al., 2011). Em alguns trabalhos de revisdo
sobre pre-tratamento, os autores destacam que a hemicelulose e lignina sdo 0s maiores
obstaculos para o sucesso da etapa de hidrolise enzimatica dos lignocelulésicos (SUN e
CHENG, 2002; CARVALHEIRO et al. 2008; GIRIO et al., 2010).

2.4.1.1 Pré-tratamento Acido

O principal objetivo do pré-tratamento &acido € a solubilizacdo da fracdo
hemiceluldsica da biomassa com a finalidade de tornar a celulose mais acessivel a hidrolise
enzimatica. Nesse tipo de pré-tratamento, pode ser utilizado acido concentrado ou diluido,
entretanto a utilizacdo de acido concentrado é menos viavel devido a elevada formacdo de
compostos inibidores da fermentacdo (ALVIRA et al., 2010). Além disso, 0 uso de acido
concentrado requer investimentos adicionais na fabricacdo e manutencdo dos equipamentos
em escala industrial (WYMAN et al., 2005).

Contudo, o pré-tratamento com acido diluido pode ser considerado 0 método mais
apropriado para uso industrial por ser aplicavel a uma grande variedade de lignoceluldsicos
(ALVIRA et al., 2010). Os acidos mais utilizados sdo o acido sulfirico (H,SO4), &cido
cloridrico (HCI), écido nitrico (HNO3) e acido fosférico (H3zPOy).

Na literatura, existem estudos recentes com o 4&cido sulfurico no pré-tratamento
das frondes da palma (KRISTIANI et al., 2012) e no caso do sorgo (HEREDIA-OLEA et al.,
2012), os autores compararam a influéncia dos acido cloridrico e sulfirico no pré-tratamento
do lignocelulésico, e observaram que o H,SO, permite o pré-tratamento de maiores

guantidades de solidos sem prejudicar a eficiéncia da hidrélise embora o tempo do processo
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ainda seja 0 dobro em relagdo ao uso de HCIL KIM et al. (2014) avaliaram o potencial do
acido nitrico no pré-tratamento de palha de arroz com a finalidade de usar o hidrolisado para
aumentar a produgdo de etanol. No trabalho de VASCONCELOS et al. (2013), os autores
obtiveram elevados niveis (96-98%) de solubilizacdo da hemicelulose do bagago-de-cana
utilizando o pré-tratamento com acido fosforico.

Durante o pré-tratamento com 4cido diluido, as fracdes de celulose e lignina
podem permanecer quase inalteradas na fase solida. Dependendo das condicbes operacionais,
na fase liquida dos hidrolisados serdo constituidos por monossacarideos (xilose, glicose e
arabinose), produtos de decomposicdo das hemiceluloses (formagdo de acido acético a partir
da hidrolise de grupos acetil) e/ou o produtos de decomposicdo dos monossacaridos (tais
como o furfural, produto da degradacdo das pentoses, e 5-hidroximetilfurfural, produto da
degradacio das hexoses) (GAMEZ et al., 2006; CARDONA et al., 2010).

Alguns acidos organicos como os 4&cidos fumarico e é&cido maleico foram
avaliados em comparacdo com o acido sulfirico quanto a formagdo de inibidores apds pré-
tratamento de palha de trigo. Os autores (KOOTSTRA et al., 2009) destacaram que menor
quantidade de furfural foi produzida apds o pré-tratamento com os acidos organicos além de

apresentarem elevada eficiéncia de hidrolise.

2.4.1.2 Pré-tratamento alcalino

Um dos principais efeitos dos élcalis no pré-tratamento dos lignoceluldsicos
consiste na ruptura das ligacbes de hidrogénio intermoleculares entre as cadeias de xilanas e
de outros componentes da biomassa, tais como a lignina ou outra cadeia hemiceluldsica,
resultando no aumento da porosidade do material. Além disso, o uso do alcali em solucédo
geralmente promove uma expansdo da parede celular do material aumentando a area acessivel
da matriz do lignocelulosico. Esses efeitos favorecem a acdo das enzimas na etapa de
hidrolise enzimatica (HAQUE et al., 2013).

Alcalis como o hidroxido de sodio, potassio, calcio e hidroxidos de amdnio sdo as
bases mais exploradas no pré-tratamento alcalino. A remocdo da lignina reduz a presenca dos

sitios de adsorcdo irreversivel das celulases favorecendo a acessibilidade dessas enzimas a
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cadeia de celulose. O hidroxido de so6dio (NaOH) geralmente provoca inchaco no material
com o aumento da a superficie da celulose, reduzindo seu grau de polimerizacdo e
cristalinidade, favorecendo a ruptura da estrutura da lignina (TAHERZADEH e KARIMI,
2008).

O pré-tratamento alcalino pode ser realizado a temperatura ambiente e conduzido
em tempos que variam de segundos a dias. E conhecido por causar menos degradacdo dos
acucares do que o pré-tratamento acido e mostra-se mais eficaz em residuos agroindustriais do
que em madeiras (KUMAR e WYMAN, 2009). No entanto, as possiveis perdas de agucares
fermentesciveis e a producdo de compostos inibidores devem ser levados em consideracdo na

otimizagdo das condi¢des do pré-tratamento.

2.4.2 Hidrdlise enzimatica da biomassa lignocelulésica

Desde muito tempo a hidrolise enzimética da lignocelulose vem sendo estudada
como um método para despolimerizar a biomassa para posterior conversdao dos acucares
obtidos em biocombustiveis e bioquimicos. No processo de producdo de etanol de segunda
geracdo, a hidrolise enzimatica consiste numa etapa intermediaria cujo objetivo é a obtencdo
de elevados rendimentos de aclcares no hidrolisado enzimatico que subsequentemente
servirdo de fonte de nutrientes para a conversdao em etanol por micro-organismos.

A hidrdlise enziméatica ainda é considerada o gargalo do processo de producéo de
etanol de lignoceluloses em termos de tempo e investimento, uma vez que as enzimas
apresentam alto valor agregado e exigem 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).

A principal fonte de celulases para a hidrdlise enzimatica de lignocelulosicos é o
fungo Tricoderma reesei, primeiro fungo a ser utilizado na producdo industrial de celulase,
permanecendo ainda como a fonte mais utilizada. De varias maneiras, este sistema foi o
sistema arquétipo desenvolvido de celulase. Muito da pesquisa subsequente neste campo

focou em mutacdo/selecdo de melhores descendéncias para comercializagdo da enzima,
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incluindo conversdo em biomassa. AlEm de celulases de fungos, hd celulases produzidas por
bactérias aerobicas e anaerdbicas (OGEDA e PETRI et al., 2010).

2.2.1 Enzimas

Para se realizar a hidrolise enzimatica dos lignocelulosicos, é necessaria uma
grande variedade de enzimas com especificidades diferentes para degradar todos os
constituintes da biomassa. No caso da hidrolise das cadeias de celulose, geralmente trés
enzimas sdo suficientes para hidrolisar a celulose em mon6meros de glicose, exo-1,4-B
glucanases, EC 3.2.1.91 e EC 3.2.1.176 (celobio-hidrolases), endo-1,4-B-glucanases, EC
3.2.1.4 e B-glicosidases, EC 3.2.1.21 (celobiases).

Celobio-hidrolases sdo capazes de hidrolisar as extremidades das cadeias de
celulose para formar glicose, celobiose e celotriose, enquanto as endoglucanases hidrolisam
as cadeias de celulose randomicamente reduzindo o grau de polimerizacdo da celulose. A f-
glicosidase possui a funcdo de conversdo 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 celobio-hidrolase
resulta em novos sitios para as celobio-hidrolases (OGEDA e PETRI et al., 2010).

No caso da hemicelulose, por apresentar composicdo mais variada em relagdo a
celulose, requer um maior ndmero de enzimas para ser hidrolisada. As enzimas que
apresentam esse papel podem ser divididas em enzimas de despolimerizagdo que hidrolisam a
cadeia principal de hemicelulose e as enzimas que removem 0s constituintes que podem
representar impedimento estérico a acdo das enzimas de despolimerizacdo (VAN DYK e
PLETSCHKE, 2012). Dentre as enzimas que realizam a hidrélise da hemicelulose, destacam-
se as endoxilanases, que hidrolisam a cadeia principal de xilana em oligossacarideos mais
curtos, e PB-xilosidase, que converte os xilo-oligossacarideos de cadeia curta em xilose. Do

mesmo modo, as enzimas que realizam a hidrélise da cadeia de manana sdo endomananases e
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B-manosidase. Contudo, as cadeias de xilanas e mananas geralmente possuem VArios
constituintes diferentes ligados a cadeia principal, tais como arabinose, galactose e glicose,
que requerem enzimas especificas para serem removidas. Algumas destas enzimas sdo o-L-
arabinofuranosidases, a-glicuronidase, o-galactosidase dentre outras (MEYER et al., 2009).
Na hidrolise enzimatica da pectina, a enzima pectina metil esterase remove 0s
grupos metil de pectina promovendo 0 acesso das demais enzimas de despolimerizacédo da

pectina, tais como a poligalacturonase e pectinases (JAYANI et al., 2005).

2.4.2.2 Principais parametros que afetam a hidrolise enzimatica

Visto que as enzimas desempenham um papel vital na conversdo das
lignoceluloses, muito da integracdo do processo de hidrolise e fermentacdo depende destes
catalisadores biologicos. Deve existir um equilibrio entre a carga enzimatica utilizada, custo
da enzima e eficiéncia do processo de conversdo. Nesse contexto, a pesquisa na busca por
combinacbes de complexos enzimaticos de elevada atividade e eficiéncia de hidrdlise
beneficiaria demasiadamente todo o processo de hidrolise enzimatica. Além disso, €
importante  considerar outros parametros relevantes na hidrolise, além da atividade
enzimatica, como oncentracdo de sélidos, agitacdo, temperatura e tempo de hidrolise.

Ao lidar com substratos lignocelulésicos que sdo insoliveis no meio reacional,
durante a hidrolise enzimatica a agitacdo pode exercer influéncia sobre a acdo das enzimas
reduzindo as limitagbes de transferéncia de massa (VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).
Alguns autores da literatura (SAMANIUK et al. 2011) observaram que a 0 aumento da
velocidade de agitacdo favorece a hidrélise enzimética. No caso de elevadas concentragdes de
substrato, WANG et al. (2011) destacaram que 0 aumento na intensidade de agitacdo pode
favorecer a hidrolise. Por outro lado, outros autores contradizem essa afirmacdo
(KRISTENSEN et al., 2009). CHAMPAGNE e LI (2009) observaram que a agitacdo acima
de 200 rpm, resultou numa diminuicdo da taxa de hidrdlise atribuido ao decréscimo na
atividade enzimatica.

Devido ao custo significativo das enzimas na bioconverséo, a quantidade total de

proteina utilizada na sacarificacdo € importante. A carga enzimatica aplicada varia bastante de
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acordo com a composicdo do substrato, e do tipo de pré-tratamento empregado.
Lignocelulésico com elevada composicdo de lignina podem exigir maiores quantidades de
enzimas devido a sua adsorcdo na mesma durante a hidrélise (ZHENG et al., 2013). Nesse
sentido, varios fatores podem reduzir a carga inicial de enzima na hidrolise enzimatica: a
lavagem do substrato para remover quaisquer compostos inibidores antes da hidrolise, adicdo
de compostos tais como Tween 20, BSA e PEG 6000 que reduzem adsorcdo da enzima na
lignina (KUMAR e WYMAN, 2009; VAN DYK e PLETSCHKE, 2012).

O uso de elevadas concentracBes de substrato pode influenciar a taxa de hidrolise.
Dentre as possiveis causas, destacam-se as limitagbes difusionais devido a baixa quantidade
de liquido no meio reacional. No decorre da hidrélise, 0 meio torna-se mais viscoso 0 que
também reduz a capacidade de mistura e, portanto, a mobilidade das enzimas (ROSGAARD
et al., 2007; KUMAR e WYMAN, 2009; WANG et al., 2011).

A temperatura € um parametro critico na hidrélise enzimatica que pode ser
influenciada pelo tipo de processo de producdo de etanol de segunda geracdo aplicado. No
processo conduzido por Fermentacdo e Hidrolise Separadas (SHF), em que as etapas de
hidrélise e fermentacdo ocorrem de forma independente, a maioria dos trabalhos da literatura
utiliza entre 45-50 °C na hidrolise, temperatura que favorece a acdo das enzimas (ROCHA et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2010; XIAO et al., 2012; ZHENG et al., 2013; CASPETA et
al., 2014). Em contrapartida, no caso do processo de Fermentacdo e Hidrolise Simultneas
(SSF), na qual a hidrélise da celulose e fermentacdo do hidrolisado ocorrem conjuntamente, a
temperatura do processo € geralmente reduzida devido a limitagcbes de crescimento
microbiano, o que pode influenciar negativamente a hidrolise enzimatica (VAN DYK e
PLETSCHKE, 2012).
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2.4.3 Estratégias para producdo de etanol de biomassa lignoceluldsica

Na producdo de etanol de segunda geracdo, diferentes configuragdes de processos
podem ser definidas de acordo com a integracdo das etapas de hidrélise enzimatica e
fermentacdo, que seguem detalhadas.

No processo de Fermentacdo e Hidrdlise Separadas (SHF) o solido resultante do
pré-tratamento ap0s ser submetido as etapas posteriores de lavagem para remocdo dos
inibidores, é conduzido a etapa de hidrolise enzimatica pela adicdo de enzimas celuloliticas. O
hidrolisado resultante é convertido em etanol por leveduras de fermentagcdo convencionais ou
outros micro-organismos em potencial (Figura 2.6). Nesse caso, 0s processo de hidrélise e
fermentacdo podem ocorrer em temperaturas distintas e favordveis para cada processo, 45-50
°C para hidrdlise e cerca de 32-37 °C para fermentacdo (BRETHAUER e WYMAN, 2010).

f PRODUCAO DE ]

CELULASES
PRE-TRATAMENTO HIDROLISE ( .
(HIDROLISE DA ENZIMATICA DA FERMENTACAO (C6)
HEMICELULOSE) CELULOSE .

s

A 4

FERMENTACAO (C5) ]
\
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Figura 2.6 — Diagrama de blocos do processo de Fermentacédo e Hidrdlise Separadas (SHF).

No processo SSF (Fermentacdo e Hidrdlise Simultaneas), a hidrolise enzimatica e
fermentacdo sdo realizadas em um Unico equipamento, assim, a glicose proveniente da acdo

de celulases € convertida diretamente para etanol o que minimiza a os efeitos de inibicdo pelo
produto (Figura 2.7).
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Figura 2.7 — Diagrama de blocos do processo de Fermentagdo e Hidrélise Simultaneas (SSF).

No caso do processo Hidrolise e Co-Fermentacdo Simultdneas (SSCF), a hidrolise
enzimatica da celulose e co-fermentacdo de pentoses e hexoses sdo conduzidas em um mesmo
biorreator com auxilio de micro-organismos capazes de fermentar tanto pentoses quanto

hexoses (Figura 2.8).
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(HIDROLISE DA DA CELULOSE + DESTILACAO
HEMICELULOSE) FERMENTACAO (C5 E C6)

Figura 2.8 — Diagrama de blocos do processo de Hidrélise e Co-Fermentacdo Simultaneas (SSCF).

Apesar da necessidade da reducdo da temperatura no processo SSF pelas
limitacbes microbianas, o sistema SSF pode proporcionar maior rendimento e concentragdo
de etanol por superar os principais efeitos de inibicdo. Além disso, os sistemas SSF e SSCF
reduzem a demanda de equipamentos, bem como a presenca de etanol impede os riscos de
contaminacdo (BRETHAUER e WYMAN, 2010; SPATARI et al., 2010; OJEDA et al., 2011;
HASUNUMA e KONDO, 2012).
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Ao estudar os processos de SHF e SSF com S. cerevisiae e bagaco de sorgo pré-
tratado com vapor de SO, seguido de deslignificacio com H,O,, SHEN et al. (2011)
obtiveram maiores concentracdes de etanol de 31,2 gL e 27,6 gL, com rendimentos de
90% e 55%, respectivamente. Ao suplementarem ambos 0S processos com Xylanase, 0S
autores observaram que 0 processo SSF foi prejudicado com a adicdo da enzima, sendo a
concentragdo de etanol obtida de 2,2 gL' Segundo a literatura, devido & elevada
concentragdo da enzima no processo SSF, a sua bio-atividade prejudicou o crescimento
microbiano deixando-o em uma condicdo de estresse em resposta a presenca da proteina.

Nos estudos de ASK et al. (2012), os autores compararam os resultados de SHF e
SSF de cana-do-reino apds pré-tratamento por explosdo a vapor em duas etapas. Os autores
obtiveram melhores resultados para o material submetido as duas etapas de pré-tratamento.
Apdbs 96h os resultados para ambos o0s processos (SHF e SSF) foram similares, a concentracao
de etanol obtida foi de 18,5 e 17,0 g.L™* com valores de Yps de 0,25 e 0,21 getam..ggncose'l para
SHF e SSF, respectivamente. Vale ressaltar que esses autores também realizaram
suplementacdo com hemicelulases em ambos o0s processos, ndo sendo notada nenhuma
influéncia negativa no processo SSF.

Em outros trabalhos da literatura (TOMAS-PEJO et al, 2009), os autores
monitoraram o crescimento de Kluyveromyces marxianus CECT 10875 para avaliagdo da
influéncia da presenca da enzima celulase (0,5-3,5 FPU/mL) no crescimento da levedura. Os
autores destacaram que a atividade de enzima (Celluclast 1.5L) de 2,5-3,5 FPU/mL exerce
um efeito negativo no nimero de células viaveis de K. marxianus atribuido a presenca de
sorbitol e glicerol no complexo enzimatico, o que certamente influenciaria a producdo de
etanol por SSF.

WIRAWAN et al. (2012) realizaram também ensaios de SHF e SSF com células
de Zymomonas mobilis imobilizadas em alginato de calcio e em alcool polivinilico (PVA). No
caso do processo SHF, melhores resultados foram obtidos com celulas imobilizadas em PVA,
obtendo-se maior concentracdo de etanol de 6,24 g.L™* com o rendimento de etanol de 79,09%
e méaxima produtividade de 3,04 g.L™.h. Os resultados de SSF embora pouco inferiores aos
resultados por SHF, foram obtidos também por células imobilizadas em PVA. Os autores
obtiveram maior concentracdo, rendimento e produtividade de etanol de 5,53 g.L!, 70,09% e

1,31 g.L .2, respectivamente.
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Na producdo de etanol pela concep¢do do Bioprocesso Consolidado (BPC), a
producdo da enzima, hidrolise enzimatica e fermentacdo integram um Unico processo (Figura
2.9). E considerada a estratégia mais promissora na producdo de etanol de lignocelulsicos,
pois 0s custos de investimento de capital, utilitArios e outras matérias-primas associados a
producdo de enzimas pode ser evitada (XU et al., 2009; HASUNUMA e KONDO, 2012).

PRODUCAO DE CELULASES

PRE-TRATAMENTO
(HIDROLISE DA HIDROLISE DA CELULOSE DESTILACAO
HEMICELULOSE)

FERMENTACAO (C5E C6)

Figura 2.9 — Diagrama de blocos do Bioprocesso Consolidado (BPC).

Para o desenvolvimento desse tipo de processo, é necessario que um Unico micro-
organismo seja capaz de realizar todas as etapas para producdo de etanol. Contudo, esse tipo
de processo ainda ndo pode ser desenvolvido a nivel industrial com 0s micro-organismos
disponiveis atualmente, necessitando-se do desenvolvimento de continuas técnicas de
engenharia genética para o desenvolvimento de linhagens que possuam maiores niveis de
expressdo tanto de atividade enzimatica quanto de fermentacdo (OLSON et al., 2012).

Nesse sentido, o uso de linhagens de micro-organismos termotolerantes capazes
de produzir grandes quantidades de etanol em temperaturas favoraveis a sacarificacdo € uma
alternativa para a insercdo de genes que permitam a producdo de celulases e aplicagdo em
BPC. Para tanto, linhagens de K. marxianus tem sido submetidas a estudos de modificacdo
genética para a introducdo de genes responsaveis pela expressdo de enzimas celuloliticas na
superficie celular dessas leveduras como uma alternativa ao uso de S. cerevisiae
(NONKLANG et al., 2008; YANASE et al., 2010; HASUNUMA e KONDO, 2012).
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2.5 Potencial de Kluyveromyces marxianus na producdo de etanol

Em geral, as leveduras sdo utilizadas para obtencdo de varios produtos de
interesse, como alimentos, bebidas, enzimas, farmacos, biocombustiveis etc. Dentre as
leveduras, a Saccharomyces cerevisiae é a mais utilizada em bioprocessos para a producéo de
bebidas e etanol, embora existam outros géneros de potencial aplicacdo em processos
biotecnologicos. Nesse contexto, Kluyveromyces marxianus possui atributos desejaveis para
aplicagdes biotecnologicas. Estes incluem uma taxa de crescimento rapido, termotolerancia,
capacidade de assimilar uma grande variedade de acUcares, alta capacidade de secrecdo de
proteinas e a producdo de etanol por fermentacdo (FONSECA et al., 2008; LANE e
MORRISSEY, 2010).

A principal rota metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica de leveduras é a
glicolise, na qual uma molécula de glicose é oxidada e duas moléculas de piruvato sdo
produzidas (Figura 2.10). Em condicGes anaerdbicas, o piruvato é reduzido a etanol com a
liberacdo de uma molécula de gas carbdnico. 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. A formacdo destes subprodutos, bem como o crescimento
celular, inevitavelmente direciona alguns intermediarios  glicoliticos para as suas
correspondentes rotas metabdlicas, diminuindo o rendimento de producdo do etanol (BAl,
ANDERSON E MOO-YOUNG, 2008).
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Figura 2.10 — Rota metabdlica de fermentacdo alcodlica em leveduras (CASTANHEIRA, 2013).

K. marxianus é descrita como uma levedura hemiascomiceta, homotalica,
filogeneticamente relacionada a S. cerevisiae e das espécies conhecidas a mais proxima é
Kluyveromyces lactis. No caso de K. marxianus, assim como S. cerevisiae, € uma levedura
respiro-fermentativa, que pode gerar energia tanto pelo ciclo do acido citrico (TCA) quanto
por fermentacdo produzindo etanol (LANE e MORRISSEY, 2010). No caso de S. cerevisiae,
quando a concentragdo de agUcar é elevada, a tendéncia do metabolismo é fortemente para a
fermentacdo, ou seja, mesmo em presenca de oxigénio, o NADH ¢é reoxidado
preferencialmente pela via fermentativa em detrimento da via respiratdria, esse fendmeno
metabdlico é conhecido por efeito Crabtree (PISKUR et al., 2006).

Diferente de S. cerevisiae, que é classificada como Crabtree positiva, linhagens de
K. lactis e K. marxianus sdo geralmente classificadas como Crabtree negativa, ambas as
espécies carregam 0S genes necessarios para a producdo de etanol e podem assumir um perfil
mais voltado para fermentacdo de acordo com as condicdes empregadas (FONSECA et al.,
2008).

A producdo de etanol em elevadas temperaturas tem recebido destaque pelas
vantagens econdmicas do processo, destacando-se a redugdo nos riscos de contaminagéo,
reducdo do investimento com sistemas de resfriamento e recuperacdo continua do etanol
(LIMTONG et al., 2007; FONSECA et al., 2008). Nesse sentido, K. marxianus, devido a sua
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capacidade termotolerante, é a levedura mais indicada para a producdo de etanol de segunda
geracdo, especialmente por SSF.

Em leveduras termotolerantes, o aumento da temperatura estimula a modificacdo
da estrutura dos acidos graxos presentes na membrana celular. Essas modificacGes incluem o
aumento do tamnho médio da cadeia e/ou aumento da insaturacdo do &cido graxo. Além das
alteracbes na membrana, a temperatura induz na formacdo das proteinas de choque térmico
(HSPs), que desempenham um importante papel citoprotetor na tolerancia tanto a temperatura
quanto a presenca de etanol. O acimulo de trealose, dissacarideo formado por uma ligacéo
a,a-1,1-glicosideo entre duas unidades de a-glicose, nas células também contribui para a
resisténcia a temperatura em leveduras (BANAT et al., 1998).

De acordo com dados da literatura, existem linhagens de K. marxianus capazes de
produzir etanol em temperaturas de 40-47 °C (ANDERSON et al., 1986), 49 °C (HUGHES et
al., 1984) e até 52 °C (BANAT et al., 1996).

SURYAWATI et al. (2009) obtiveram resultados de rendimento e concentragcao
de etanol de 72% e de 16,8 g.L, respectivamente ao avaliaram o potencial de K. marxianus
IMB4 no processo SSF a 45 °C utilizando graminea  (switchgrass) ap6s pré-tratamento
hidrotérmico. Resultado similar foi reportado por SOUZA et al. (2012), que obtiveram 15
g.L! de etanol pela levedura K. marxianus UFV-3 a 42 °C apds SSF de bagaco-de-cana ap6s
pré-tratamento acido seguido de alcali.

LIN et al. (2013) avaliaram a produgéo de etanol de K. marxianus var. marxianus
na producdo de etanol por SSF de bagaco de cana ap0Os pré-tratamento alcalino. Inicialmente
0s autores avaliaram a influéncia da temperatura (37, 42 e 45°C) no rendimento de etanol
conduzida em frascos Erlenmeyers. Os autores obtiveram para as temperaturas de 37, 42 e 45
°C, valores de eficiéncia na producdo de etanol 85,1%; 92,2% e 76,2%, respectivamente. Ao
realizarem o scale-up em um biorreator de 100L, foi obtido do processo SSF a 42 °C ap6s 72h
de processo, maior concentracio de etanol de 24,6 gL' e eficiéncia de produgdo do

biocombustivel de 79%.
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2.6 Producéo de etanol de segunda geracéo de bagaco de caju.

Neste topico serdo abordados os principais aspectos da producdo de etanol de
segunda geracdo de bagaco de caju, como pré-tratamento, hidrdlise e fermentacdo do
hidrolisado por Kluyveromyces e Saccharomyces.

RODRIGUES et al. (2011) avaliaram o potencial do pré-tratamento alcalino
(NaOH) combinado com micro-ondas de bagaco de caju, no qual os autores estudaram a
influéncia da concentracdo do &lcali (0,2 e 1,0 molL?), poténcia do micro-ondas (600 e
900W) e tempo de pré-tratamento (15 e 30 minutos). De acordo com os resultados de
hidrolise enzimatica, a variagdo da concentracdo do alcali ndo afetou os rendimentos de
glicose obtidos, obtendo-se 372 mMQ.Qeeiiose - para concentracido de 0,2 molL™' e 355
MY.Qeelulose — Para a concentracdo de 1,0 mol.L™. Contudo foi observado que rendimentos de
celobiose foram duas vezes superior na concentracio de 1,0 molL? em relacio a
concentragdo de 0,2 molL™, resultado atribuido & limitagbes do complexo enzimético
utilizado (Celluclast 1.5L). Segundo o0s autores, 0s demais parametros avaliados n&o
exerceram influéncia expressiva na digestibilidade de celulose. Em relagdo a producdo de
etanol, o hidrolisado enzimético obtido foi convertido em etanol por S. cerevisiae com maior
concentragdo de etanol de 5,6 g.L, produtividade de 1,41 g.L1.hi* e fator de conversdo de
glicose em etanol de 0,48 Jetanol/Jglicose-

Outro pré-tratamento alcalino de bagaco de caju foi avaliado por CORREIA et al.
(2013). Os autores realizaram a impregnacdo do bagaco com perdxido de hidrogénio (H,05),
variando-se o percentual do alcali (0 — 4,3% v/v), percentual de bagaco (2,5 — 10% mh) e
tempo de incubagdo (30 minutos — 24h). Dentre os resultados, os autores destacaram que a
condicdo que melhor favoreceu a producdo de glicose na etapa de hidrolise enzimatica foi
4,3% (viv) de H»02, 5% (m/iv) de bagaco por 6h de pré-tratamento. Apds a hidrolise
enzimética, o rendimento de glicose obtido foi de 431 mg.gcas-anet, 0 que corresponde a 894
MY.Geelulose —- Nesse caso, o percentual de celulose aumentou de 20,56% para 48,23% e o
percentual de lignina reduziu de 35,26% para 7,83%.

Nos estudos de ROCHA et al. (2014), os autores estudaram o pré-tratamento
acido (H,SO,4) de bagaco de caju e o potencial do hidrolisado &cido, rico em glicose (16,08

gLY) e xilose (24,48 g.L'), na obtencdo de bioprodutos como o etanol e xilitol. No pré-
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tratamento acido, foram estudados os seguintes parametros: concentragdo do acido (0 — 1
mol.L), percentual de bagaco (15 — 35% mi) e tempo de pré-tratamento (15, 30 e 45
minutos). Os autores definiram como melhores parametros do pré-tratamento, a concentracdo
de 4cido de 0,6 mol.L™, 30% (m/\) de bagaco por 15 minutos. A partir do hidrolisado obtido
desse pré-tratamento, foram obtidos 10 g.L ! de etanol de S. cerevisiae, rendimento de etanol
de 0,49 getanc,..ggncose'l. Na fermentacdo com K. marxianus CCA510, a levedura produziu
etanol e xilitol do hidrolisado &cido com maiores concentracdes de 11,89 g.L™* e 6,76 g.L™*
respectivamente, em 96h de fermentagéo.

O hidrolisado acido de bagaco de caju, alvo do estudo de ROCHA et al. (2014),
foi também avaliado por ROCHA et al. (2011), no qual os autores estudaram a producdo de
etanol de K. marxianus CE025 e sua termotolerancia em diferentes temperaturas (30, 34, 37, e
40 °C). Segundo os autores, melhores resultados foram obtidos a 30 °C, resultando na maior
concentracdo de etanol de 12,36 g.L* e rendimento do biocombustivel de 0,417 etanol-Oglicose
1

Vale destacar que no pré-tratamento acido estudado por ROCHA et al. 2014, os
autores verificaram na melhor condicdo de pré-tratamento, o aumento do percentual de
celulose de 20,9% para 25,4%; e lignina, de 33,6% para 56,7% do bagaco devido a
solubilizagdo de parte da hemicelulose, o que resultou no acimulo dos demais constituintes da
biomassa. Em estudos de hidrolise enzimatica desse material (CAB-H), realizados pelos
mesmos autores (ROCHA et al. 2009), foi obtido rendimento de glicose de 82 mg.gcas-H™,
equivalente a 185 MQ.Qeetuose ~. Por outro lado, devido ao elevado percentual de lignina apds o
pré-tratamento &cido, 0s autores realizaram o pré-tratamento alcali de CAB-H, utilizando 1,0
M de NaOH a 121 °C por 30 minutos em autoclave, nomeando o material resultante de CAB-
OH.

A hidrélise enzimatica de CAB-OH de ROCHA et al. (2009), nas mesmas
condicOes realizadas para CAB-H, aumentou em quase 10 vezes o rendimento de glicose,
obtendo-se 730 mg.gcas-or ~, equivalente a 1015 mQ.Qeeluose -, Maior rendimento de glicose
obtido com bagaco de caju pré-tratado dentre os estudos abordados nesse tdpico. A
fermentacdo do hidrolisado enzimdtico de CAB-OH por S. cerevisiae, com concentragao
inicial de glicose de 52,4 g.L™*, resultou em maior concentragdo de etanol de 20 gL, com

rendimento de 0,38 getanol-gglicose_l-
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Nesse sentido, visando estudos de SHF e SSF de bagaco de caju, objeto deste
trabalho, selecionou-se o pré-tratamento &cido seguido de alcali dos estudos de ROCHA et al.

(2009) como condigdo de partida para o desenvolvimento deste estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

O bagaco de caju utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pela IndUstria de
Processamento de Sucos do Brasil situada no estado do Ceard, Brasil. A matéria-prima doada

foi estocada em freezer na temperatura -10°C até seu uso.

3.1.2 Enzimas

Nesse estudo, os complexos enzimaticos estudados foram cordialmente doados
pela empresa Novozymes (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) na forma de extrato
enzimatico. Foram utilizados os complexos de celulases Celluclast 1.5L e NS 22074,
constituidos majoritariamente de celulases e P-glicosidases. O complexo NS 22074 é
proveniente do kit de biomassa desenvolvido pela Novozymes, assim como o complexo de

celobiases NS 50010, também utilizado na realizacdo dos experimentos.

27

Estudo comparativo da producgéo de etanol por processos de SHF (Fermentacao e Hidrdlise Separadas) e
SSF (Fermentacgéo e Hidrolise Simultaneas) de bagaco de caju (Anacardium occidentale L.)



Rodrigues, T. H. S.

3.1.3 Micro-organismos

Neste trabalho, estudou-se a producdo de etanol em hidrolisado enzimético de
CAB-OH de oito cepas de leveduras, trés de Kluyveromyces marxianus (ATCC36907,
CCA510 e CE025), trés de Saccharomyces cerevisiae (01, 02 e CCA008), uma linhagem de
Saccharomyces sp. 1238 e uma de Hanseniaspora sp. GPBio03. A procedéncia das culturas

encontra-se detalhada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Procedéncia das culturas de leveduras utilizadas neste estudo.

Levedura Procedéncia

K. marxianus ATCC36907 | Colecdo de culturas norte-americana. Adquirida

com recursos de projeto.

K. marxianus CCA510 Doacdo do Laboratério de Microbiologia Agricola
da UFSCar.

K. marxianus CE025 Doacdo do Laboratério de Microbiologia da UFC.

S. cerevisiae 01 Proveniente do fermento comercial Saf-momento -

SAF Argentina, Buenos Aires.

S. cerevisiae 02 Proveniente da Usina Brigadeiro situada na cidade
de Crato - CE.

S. cerevisiae CCA008 Doacdo do Laboratério de Microbiologia Agricola
da UFSCar.

Saccharomyces sp. 1238 Doacdo do Laboratorio de Antibioticos da UFPE.
Hanseniaspora sp. GPBIio03 | Isolada no Laboratério GPBio da UFC. Proveniente
da fermentacdo natural do suco de caju. Levedura
depositada no GenBank com numero de acesso
KF791566.
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3.1.4 Meios de Cultura

3.1.4.1 Meios de manutencdo e propagacdo do inoculo

Para manutencdo das leveduras, utilizou-se o meio 4gar YEPD como descrito na
Tabela 3.2. A cultura foi mantida em estoque sob refrigeragdo a 4°C. Para a obtencdo da
biomassa inicial do ensaio fermentativo (5 + 1 g.L™), preparou-se o meio de cultura YEPD
caldo com composicdo descrita na Tabela 2 sem a adicdo do agar. Adicionou-se cerca de 100
mL de meio em Erlenmeyers de 250 mL apos o ajuste do pH para uma faixa de 4,5 — 5,0. Em

seguida, os Erlenmeyers foram esterilizados a 110°C por 10 minutos.

Tabela 3.2 - Composicdo do meio adgar YEPD para propagacdo de células das leveduras estudadas.

Componente Concentracdo (g.L™)
Glicose (CgH1206) 20,0
Extrato de Levedura 10,0
Peptona Bacterioldgica 20,0
Agar 20,0
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3.2 Métodos

3.2.1 Pré-tratamento

3.2.1.1 Preparacdo da matéria-prima

O bagaco de caju inicialmente foi umidificado com agua mantendo a relagdo
massa Umida/dgua 1:1 seguido de prensagem em prensa hidraulica, procedimento realizado
cinco vezes para retirada de suco residual, pigmentos e antioxidantes. Segundo a literatura
(ABREU, 2001; BARBOSA, 2010), o extrato aquoso obtido da prensagem do bagaco de caju,
aléem de acucares redutores, € rico em carotenoides (xantofilas), flavonoides (miricetina,
quercetina e canferol) e vitamina C que pode ser utilizado como matéria-prima em outros
processos.

Posteriormente, 0 bagaco de caju foi seco a 50-60°C em estufa com circulagédo de
ar, triturado, peneirado e estocado a temperatura ambiente até seu uso. ApOs peneiramento do
material, as particulas que ficaram retidas entre as peneiras de Mesh 20-80 foram estocadas e

utilizadas como matéria-prima para a realizacdo dos experimentos.

3.2.1.2 Caracterizacdo da matéria-prima

O bagaco de caju apds o pré-tratamento acido seguido de alcali (ROCHA et al.,
2009), material denominado CAB-OH, foi caracterizado quanto a sua composicdo de
extraiveis, celulose, hemicelulose e lignina. Empregaram-se na sua quantificacdo, duas
metodologias: a metodologia associada aos protocolos (SLUITER et al., 2008a,b) do instituto
NREL (National Renewable Energy Laboratory) e a metodologia descrita por GOUVEIA et
al. (2009), validada para caracterizagdo de bagaco de cana-de-agucar, metodologia esta

baseada também nos protocolos do instituto NREL. As principais equacdes utilizadas na
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caracterizacdo do bagaco de caju antes e ap0s diferentes pré-tratamentos para as duas
metodologias estdo descritas abaixo. Na determinacdo dos percentuais de celulose e

hemicelulose utilizou-se as equagdes 1 e 2, respectivamente.

Glicose(g.L ™)XV acional L) X0,90 y
R

%Celulose = 100 1)

glicose+celobiose

Onde Rylicose+celobiose € 0 fator de degradacéo dos aglcares que compde a celulose devido a

presenca do acido sulfurico.

[Xilose(g.L™) + Arabinose(g.L™)]xV
R

(L)X0.88

reaciona

%Hemicelulose =

100 (2

xiloset+arabinose
Onde Ryjlose+arabinose € 0 fator de degradagdo dos principais acglcares que compde a
hemicelulose devido a presenca do acido sulfurico.

O percentual de lignina do lignocelulésico foi quantificado pelo somatério do
percentual de lignina solivel e insolivel ap6s a acidificagio do material durante a

caracterizacdo, segundo as equacdes 3 a 5.

%Lignina = %Lignina %LigNina, o g.er €))

solavel +
_ ABS (240nM) xVyy100i(L) x Diluigho

%LigninasoI(Nel -
EX Massainicial(g)

100 @)

Na qual &£ é a absortividade para o comprimento de onda a 240 nm recomendada pelo

protocolo, & = 25.

Ivlas‘safiltroﬂignina - |vla‘ssafiltro
I\/Ia'ssainicial (g)

O percentual de extraiveis da biomassa foi determinado utilizando etanol PA

%Lignina

x100 5)

insolavel —

sendo definido pela equacéo 6.

Massaextral’veis
I\/I":lssainicial (g)

%Extraiveis =

x100 6)
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Realizou-se também a andlise dos materiais por espectroscopia na regido do
infravermelho (3700-800 cm™) através de um espectrofotdmetro de FTIR, modelo 610/620-
IR, Varian/Agilent.

3.2.1.3 Pré-tratamento com H»,SO,em autoclave

O pre-tratamento acido do bagago de caju consistiu na imersdo do bagago seco em
solucdo de H,SO4 0,6 M, mantendo a concentracdo de solidos de 30 g.L™, procedimento
realizado em frascos erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, realizou-se a impregnacdo do
material com auxilio de bastdo de vidro. Posteriormente, os frascos foram para autoclave para
0 tratamento térmico a 121°C durante 15 minutos (ROCHA et al., 2009). Apés o pré-
tratamento, realizaram-se trés lavagens com H,O destilada para remogdo do excesso de acido
na proporcdo material Umido/agua 1:2. Em seguida, o material foi seco a 50°C por 24 horas,

triturado e estocado até seu uso. O material foi nomeado CAB-H.

3.2.1.4 Pré-tratamento com NaOH em autoclave

O bagaco de caju pré-tratado CAB-H foi submetido ao pré-tratamento alcalino
pela imersdo do CAB-H em solugdo de NaOH 1,0 M; mantendo a concentracdo de sélidos de
7,5 g.L?, procedimento realizado em frascos erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, realizou-se
a homogeneizacdo do conteddo com auxilio de bastdo de vidro. Posteriormente, os frascos
foram para autoclave para o tratamento térmico a 121°C durante 30 minutos (VASQUEZ et
al., 2007). ApOs o pré-tratamento, realizaram-se lavagens com H;O destilada até a
neutralizacdo do pH do material na proporcdo material Umido/agua 1:2. Em seguida, o
material foi seco a 50°C por 24 horas, triturado e as particulas que ficaram retidas entre as
peneiras de Mesh 20-80 e +80 foram estocadas separadamente a temperatura ambiente e
utilizadas como matéria-prima para a realizacdo dos experimentos. O material foi nomeado
CAB-OH.
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3.2.2 Fermentacdo e Hidrdlise Separadas (SHF)

3.2.2.1 Hidrdlise enziméatica

3.2.2.1.1 Determinagdo da concentracdo de proteinas nos complexos enzimaticos

A concentracdo de proteinas totais nos complexos enzimaticos comerciais
utilizados nesse estudo foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.2.2.1.2 Determinagdo da atividade enzimatica nos complexos enzimaticos

a) Atividade de celulase nos complexos de celulases NS 22074 e Celluclast 1.5L

Na determinacdo da atividade de celulases, a atividade foi expressa em unidades
de papel de fitro (FPU) por mL do complexo segundo a metodologia proposta por GHOSE
(1987). Em tubos de ensaio, adicionou-se tiras de 1 x 6 cm (50 mg) de papel de filtro
Whatman n° 1 e 1,0 mL de tampdo para pré-incubacdo a 50 °C. Em seguida, a reacdo de
hidrélise foi iniciada pela adicdo de 0,5 mL de diferentes diluicbes enzimticas responsaveis
por liberar cerca de 2 mg de glicose. Nas mesmas condicdes experimentais, realizou-me a
reacdo do branco das diluicbes enzimaticas (sem a presenca do substrato) e branco do
substrato (sem a presenca da enzima). Transcorrido o tempo de 60 min, as reacOes foram
interrompidas pela adicdo do reagente DNS. A leitura das amostras foi realizada a 620 nm
sendo posteriormente determinadas as concentragfes de glicose obtidas. Em seguida, a
atividade foi expressa em unidades de papel de fitro (FPU) por mL do complexo segundo a
metodologia de GHOSE (1987).
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b) Atividade de CMCase nos complexos de celulases NS 22074 e Celluclast 1.5L

A atividade de CMCase nos extratos enzimaticos foi determinada segundo a
metodologia proposta por GHOSE (1987). Utilizou-se como substrato, solucdo de
carboximetilcelulase a 2% (m/v). Em tubos de ensaio, adicionou-se 0,5 mL da solucdo de
CMC sendo pré-incubados a 50 °C. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de diferentes diluicbes
do extrato enzimatico. Sob mesmas condicdes experimentais, também foram realizados os
brancos das diluicbes enzimaticas (sem a presenca do substrato) e o branco do substrato (sem
a presenca da enzima). Transcorridos 60 min, as reages foram interrompidas pela adicdo do
reagente DNS, sendo posteriormente determinadas as concentracdes de glicose obtidas. Em
seguida, a atividade foi expressa em unidade internacional de atividade (Ul) por mL do

complexo enzimatico segundo a metodologia de GHOSE (1987).

c) Atividade de celobiase no complexo de celobiases NS 50010

A determinacdo da atividade de celobiase foi conduzida segundo a metodologia
proposta por GHOSE (1987), com modificaces. Utilizou-se solucdo de celobiose a 15 mM
como substrato para a hidrolise. Adicionou-se aos tubos de ensaio 1,0 mL da solucdo de
celobiose, sendo pré-incubados a 50 °C. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de diferentes
diluicbes enziméaticas, as quais com a capacidade de produzir cerca de 1,0 mg de glicose. Sob
mesmas condicGes experimentais, também foram realizados os brancos das diluicGes
enzimaticas e 0 branco do substrato. Transcorridos 30 min, os tubos foram colocados em agua
fervente por 5 min para interromper a reagdo. Apos centrifugacdo (6000 rpm/15 min) seguida
de filtracdo, os sobrenadantes foram analisados por CLAE, para quantificacdo de glicose
produzida.

Para calcular atividade de celobiase, determinou-se a massa de glicose presente no
meio reacional, convertendo assim em quantidade absoluta de glicose (mg). Através de um
gréfico semilog da concentracdo do extrato enzimatico versus massa de glicose gerada,

estimou-se a concentracdo enzimatica necessaria para liberar exatamente 1,0 mg de glicose
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(Cenzima)- Encontrada a concentragdo enzimatica desejada, utilizou-se a equacdo abaixo para
determinar a atividade de celobiase (GHOSE, 1987):

uce/ - 0,0926
mL
CEnzima (7)

3.2.2.1.3 Hidrélise enziméatica de CAB-OH

a) Estudo da hidrolise enzimatica de diferentes complexos enzimaticos

A hidrélise enzimatica de CAB-OH foi realizada utilizando extratos enzimaticos
comerciais doados pela empresa Novozymes, através da adicdo de quantidade de enzima
suficiente para se obter a atividade desejada em termos de FPU ou UCB/g de celulose de
CAB-OH (SELIG et al., 2008). Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers de 250
mL contendo CAB-OH a 1,0% (m/v) de celulose, celulases (Celluclast 1.5L ou NS 22074)
com suplementacdo ou ndo de celobiases (NS 50010), em tampdo citrato de sodio na
concentragdo de 50 mM e pH 4,8. Para evitar a proliferacdo de bactérias, adicionou-se ao
meio reacional 120 pL de solugdo de tetraciclina de 10 mg/mL preparada em etanol 70%
(v/v). Posteriormente, os frascos foram incubados em agitador orbital sob agitacdo de 150
rpm, a 45°C por 96 h. Em intervalos de tempo pré-determinados, retirou-se 1,0 mL da mistura
reacional para determinacdo da concentracdo acucares (celobiose, glicose e xilose) por CLAE.

Apbs a quantificacdo dos aclicares na amostra, em g.gcas-oH —, OU Seja gramas dos
acucares (celobiose, glicose e xilose) por gramas de CAB-OH, determinou-se a
digestibilidade de celulose e hemicelulose, durante a hidrdlise como descrito na metodologia
do instituto NREL (SELIG et al., 2008) e detalhado nas equacdes 8 e 9:
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Glicose(g.L ™) xvolume(L)x0.90 y

%digestibil idadeCEL - Celulose (9)
u inicial

100 ®)

. 4
Ydigestibil idade, ., — X"°S|iifﬁiLceilmos'sme((Lg;‘o'88 <100 ©)
inicial

b) Hidrélise enzimatica de CAB-OH utilizando Celluclast 1.5L com vistas a fermentacao

do hidrolisado

A hidrolise enzimética de CAB-OH foi conduzida segundo os protocolos do
Instituto NREL (SELIG et al., 2008) utilizando Celluclast 1.5L a 60 FPU/Qceiuiose € 16% (M/V)
de CAB-OH (11,5% m/v de celulose) para se obter em torno de 50 g.L™ de concentragdo de
glicose para posterior fermentagdo. Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers de
250 mL com tampéo citrato de sddio a 50 mM e pH 4,8. Adicionou-se 120 pL de solu¢do de
tetraciclina a 10 mg/mL para evitar contaminacdo por bactérias. O processo foi realizado a
150 rpm, 45b°C por 72 horas.

Ao final do processo, realizou-se filtracdo em papel de filtro de filtracdo réapida e
membrana de éster de celulose para separacdo dos solidos do hidrolisado obtido. Em seguida,
retirou-se 1,0 mL da mistura reacional para determinacdo da concentracdo agUcares por CLAE

sendo este estocado na temperatura de -10°C até seu uso na etapa de fermentacéo.
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3.2.2.2 Fermentacdo do hidrolisado obtido da hidrélise enzimatica de CAB-OH com
Celluclast 1.5L

A partir da concentracdo de glicose+xilose no hidrolisado, realizou-se a diluicio
do mesmo utilizando &gua destilada para uma concentracdo de glicose de 50 g.L™! e ajuste do
pH para 4,5 - 5,0. Posteriormente, 0 meio de cultivo foi distribuido em frascos Erlenmeyers
de 250 mL com cerca de 50 mL de meio suplementado com 1,0 g.L! de sulfato e amdnio e
50 gL' de extrato de levedura. Em seguida, realizou-se a esterilizagdo a 110°C por 10
minutos em autoclave.

O crescimento celular do indculo foi realizado adicionando 3 alcadas a partir do
slant contendo o micro-organismo em 100 mL de meio YEPD caldo. Em seguida, realizou-se
a incubacdo dos frascos a 150 rpm, 30°C por 24 horas, em agitador orbital. Posteriormente,
realizou-se a recuperacdo da biomassa do meio em centrifuga a 10.000 rpm por 15 min.

A fermentacdo do hidrolisado foi conduzida com concentracdo inicial de micro-
organismo de 5,0 g.L™ (biomassa seca), a 30°C e 150 rpm. Apés a etapa de screening de
leveduras, realizou-se o estudo da influéncia da temperatura da levedura selecionada na faixa
de temperatura de 30-50°C. Amostras do meio de cultivo (1,0 mL) foram coletadas em
intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a analise de biomassa, concentracdo de

aclcares e etanol por CLAE.

3.2.2.3 Fermentacdo utilizando glicose PA

Para a avaliacdo da influéncia da temperatura na producdo de etanol da levedura
selecionada apds screening em hidrolisado enzimatico de CAB-OH, utilizou-se glicose PA
como fonte de carbono em meio de cultivo com composicdo similar ao hidrolisado contendo a
mesma suplementacdo de fonte de nitrogénio. A concentracdo de glicose foi fixada em 50 g.L
! com suplementacdo de extrato de levedura (5,0 g.L') e sulfato e amdnio (1,0 g.L™).
Realizou-se a diluicdo das fontes de carbono e nitrogénio em tampdo citrato de sédio 30 mM,

concentragdo aproximada do tampédo apos diluicdo do hidrolisado, seguido do ajuste do pH
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para 4,5 - 5,0. Transferiu-se cerca de 50 mL de meio em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Em
seguida, realizou-se a esterilizacdo dos frascos a 110°C por 10 minutos em autoclave.

Apobs as etapas de propagacdo do indculo, a fermentacdo em meio de glicose PA
foi conduzida com concentracdo inicial de biomassa de 5,0 gL a 150 rpm na faixa de
temperatura de 30-50°C. Amostras do meio de cultivo (1,0 mL) foram coletadas em intervalos
de tempo pré-definidos e submetidas a analise de biomassa, concentracdo de aclcares e etanol
por CLAE.

3.2.3 Fermentacdo e Hidrolise Simultaneas (SSF)

A preparacdo do meio de cultivo SSF com CAB-OH foi realizada em solucdo
tamp&o citrato 50 mM e pH 4,8; suplementado com 5 g.L! de extrato de levedura e 1 g.L™* de
sulfato de aménio. A fermentacdo foi conduzida em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de
solucdo tamp&o e fontes de nitrogénio (5,0 g.L'de extrato de levedura e 1,0 g.L! de sulfato e
amonio). Posteriormente, adicionou-se CAB-OH com percentual de sélidos de 10% (m/v)
equivalente a 7,5% (m/v) de celulose. Em seguida, os frascos foram esterilizados a 110°C/10
minutos. Mesmo procedimento foi adotado para preparacdo do meio de cultivo SSF utilizando
celulose microcristalina (fabricante Vetec), mantendo-se o percentual de celulose fixo de 10%
(M).

A propagacdo do inoculo da levedura foi realizada em meio de cultivo YEPD
conforme descrito no subitem 2.2.2.2. Ao meio SSF, primeiramente adicionou-se volume de
celulases (Celluclast 1.5L ou NS 22074) segundo atividade pré-definida (15 - 30
FPU/Qeeluiose), Seguido da adicdo da biomassa (5,0 g.L™) obtida apés a centrifugagdo do
indculo a 10.000 rpm por 15 min. A fermentagdo do hidrolisado foi conduzida em agitador
rotativo a 150 rpm e temperatura de estudo na faixa de 40 — 50°C. Amostras do meio de
cultivo (1,0 mL) foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos e submetidas a

analise.
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3.2.4 Métodos Analiticos

3.2.4.1 Concentragéo de biomassa

Nos ensaios de fermentacdo conduzidos com hidrolisado enzimatico, devido a
presenca de uma levedura floculante na etapa de Screening, a concentragcdo celular foi
determinada através da analise da massa seca, realizada segundo a metodologia proposta por
ATALA et al. (2001) com modificacbes. Amostras do meio de cultura (1,0 mL) foram
coletadas e centrifugadas a 6.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi utilizado para analise
de carboidratos. O precipitado foi lavado com 0,5 mL de &gua destilada para remocdo de
excedente de meio de cultura, e novamente centrifugado (6.000 rpm/15minutos) e seco a
60°C em estufa até peso constante.

Nos ensaios utilizando glicose PA, a concentracdo celular foi determinada por
espectrofotometria, uma vez que nessa etapa nenhuma levedura floculante foi utilizada.
Inicialmente determinou-se a curva-padrdo de crescimento celular de Kluyveromyces
marxianus ATCC36907 a 660 nm. Para a quantificacdo da concentracdo celular, amostras do
meio de cultura foram retiradas e submetidas a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro.
Posteriormente, realizou-se a centrifugacdo da amostra a 6.000 rpm por 15 min para utilizagdo

do sobrenadante para gquantificacdo de acucares e etanol por CLAE.

3.2.4.2 Determinacdo da concentracdo de acgucares, etanol e inibidores

As concentragbes de carboidratos (celobiose, glicose e xilose), etanol, acido
acético, acido formico, furfural e HMF (hidroximetilfurfural) apds os ensaios de
caracterizagdo, hidrolise enzimatica e fermentacdo foram medidas através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE, em inglées HPLC), utilizando um sistema de HPLC (Waters,
Miltford, MA, EUA) equipado com um detector de indice de refracdo (Modelo 2414) e uma
coluna Aminex HPX 87H (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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A solucdo de H,SO4 a 5 mmoL.L™ preparada com Agua MiliQ (Simplicity 185,
Millipore, Billerica, MA) foi utilizada como fase mével com fluxo de 0,5 mL.min! a 65°C
para 0s ensaios de hidrdlise enzimatica e fermentacdo. No caso dos ensaios de caracterizacao
do material, o fluxo foi fixado em 0,6 mL.min segundo metodologia de SLUITER et al.,
2008a,b. O volume de injecdo das amostras foi padronizado em 20 pL. As concentragdes
foram calculadas através de curva de calibracdo previamente definida dos constituintes de

interesse identificados.

3.2.5 Determinacao do rendimento e parametros cinéticos no processo fermentativo

Realizou-se o0 acompanhamento do comportamento cinético através da
determinacdo do rendimento e parametros cinéticos do processo fermentativo (HASHIZUME;
AQUARONE, 2005). Os parametros monitorados foram a produtividade (Qgton), conversao
de glicose em etanol (Yg), eficiéncia (77) e velocidades especificas (Ux, Ms, Hp). ESses

parametros foram calculados segundo as equacgdes 10 a 12, respectivamente.

EtOH, - EtOH,
t

Qeon = (10)

Na equacdo 3, Qgon (g.L1.h?%) é a produtividade, EtOH, é a concentracdo de
etanol (g.L™") no inicio da fermentacdo e EtOH; é a concentracdo de etanol definida no tempo t
(h) de fermentac&o.

_ EtOH, - EtOH,

Yoo =" Gii, -Gii,) (11)

Onde Ygc € o fator de conversdo de substrato em produto (getanm.gg“cose'l), EtOH; e
EtOH, sdo as concentracdes de etanol (g.L™?) no final e no inicio da fermentacéo,

respectivamente. Glip e Gli; sdo as concentracdes inicial e final de glicose, respectivamente.
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n= gg—(‘il X100 12)

Sendo 7 (%) a eficiéncia da fermentacdo, Ygic € a conversdo de glicose em etanol,
ou seja, a conversdo de glicose em etanol definida pela equacdo 4. O fator 0,511 esta
relacionado a estequiometria da equacdo, em que a producdo anaerobica maxima possivel de
etanol é de 0,511g para 1g de glicose convertido (HASHIZUME; AQUARONE, 2005).

Nos ensaios de SHF em hidrolisado enzimético de CAB-OH de K. marxianus
ATCC36907, as velocidades especificas de crescimento microbiano, consumo de glicose e

producdo de etanol foram determinadas segundo as equacfes 13 a 15, respectivamente.

1 -
AN
1 dS

=—— 14

Hs X dt (14)
1 dP

=—— 15

Hp X dt (15)

Nos ensaios de SSF (Fermentacdo e Hidrélise Simultaneas), o fator de conversdo
de substrato em produto (Y'g/c) € a eficiéncia da fermentacdo (") foram calculadas segundo

as equacgdes 16 e 17, respectivamente.

EtOH , (g.L™") — EtOH, (g.L™")

!

= 16

¥¢ " Celulose, .. . xCAB —OH (g.L™)x1,11 (16)
. YL X100

S it 17

0,511 a7
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Segundo as equacBes, EtOH; e EtOH, sdo as concentracdes de etanol (g.L %) no final e no
inicio da fermentacdo, respectivamente e 1,11 representa o fator de conversdo de celulose em

glicose.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagcdo do bagaco de caju

A Tabela 4.1 apresenta os resultados da composicdo centesimal de bagaco de caju
in natura, ap0s o pré-tratamento &cido, e apds o pré-tratamento &cido seguido do alcalino
segundo o0s protocolos do institutto NREL e metodologia de GOUVEIA et al. (2009).
Observa-se na Tabela 4.1, que o pré-tratamento acido promoveu a solubilizacdo de parte da
hemicelulose presente do bagago in natura pela reducdo do seu percentual de 16,33% (CAB)
para 3,72% (CAB-H), resultando na solubilizacdo de 86% da hemicelulose do bagaco in
natura (CAB). Por outro lado, houve recuperacdo de 74% da celulose presente no bagaco,
sendo o restante disponivel no hidrolisado &cido como destacaram ROCHA et al. (2009,
2014). J& o pré-tratamento alcalino proporcionou 0 aumento expressivo da porcentagem de
celulose do bagaco de caju em relacdo ao material sem pré-tratamento (CAB), de 20,91% para
71,93%, o que corresponde ao enriquecimento de celulose de 244%. O acimulo de celulose,
por sua vez, pode ser atribuido a reducdo de 53% na porcentagem de lignina em relacdo ao
percentual inicial presente no bagaco in natura. Por outro lado, observou-se uma perda
expressiva de celulose apds o pré-tratamento alcalino em relacdo ao bagaco de caju in natura,
68%. Contudo, ROCHA et al., 2009, verificou a importancia do pré-tratamento alcalino do
bagaco de caju com vistas a hidrélise enzimatica do material, na reducdo da demanda por
enzimas, inibicdo pela presenca de lignina e aumento na eficiéncia do processo de producédo

de glicose para etapa de fermentacéo.
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Tabela 4.1 - Andlise composicional em base seca do bagaco de caju in natura e ap0s diferentes pré-tratamentos.

CAB-H* CAB-OH* CAB-OH°®
Componentes | CAB! (%) Teor (96) M ecuperada Teor (9% Mrecuperada Teor (96 Mirecuperada

(@ (@ (@
Massaseca 100,0 100,0 61,38 100,0 9,34 100,0 9,34
Celulose 20,91+£2,03 | 2537+£1,62 15,57 71,93+0,49 6,72 74,72 £ 1,16 6,98
Hemicelulose 16,33+£3,00 | 3,72+£0,91 2,28 8,51+0,13 0,79 5,58 + 0,04 0,52
Lignina + Cinzas | 36,88+ 0,09 | 56,70 £ 0,07 34,80 17,27 + 1,87 1,61 12,04 £ 0,08 1,12
Extraiveis 5,64 + 0,07 0,71 £ 0,05 0,44 0,93+£0,18 0,09 0,93+0,18 0,09
Total 79,76 £ 1,30 | 86,50 £ 0,66 53,09 98,64 = 0,67 9,21 93,27 £ 0,37 8,71

“Rocha, 2010.
’Resultados obtidos pela metodologia de SLUITER et al., 2008a,b.
®Resultados obtidos pela metodologia de GOUVEIA et al., 2009.

Outros trabalhos na literatura abordaram sobre a presenca de pectina no bagaco de
caju (SANTOS, 2007; BARBOSA, 2010) na faixa de 13,41-78,82%, e como pode ser
evidenciado na Tabela 4.1, o somatério dos percentuais de extraiveis, celulose, hemicelulose e
lignina é inferior a 100%, indicando a presenca de outro constituinte, possivelmente pectina.

Realizou-se também a andlise dos solidos CAB, CAB-H e CAB-OH por
espectroscopia na regido do infravermelho, e 0s espectros encontram-se no Anexo deste
trabalho. Como as principais ligagbes quimicas dos lignoceluldsicos sdo detectadas na regido
de 1800-800 cm™, esta regido foi selecionada para a anélise dos diferentes materiais deste
trabalho.

De acordo com os resultados, as bandas de absorcdo do CAB em 1359, 1146 e
1016 cm™ podem ser atribuidas & presenca de carboidratos no bagaco de caju in natura
(CAB). A em 1359 cm? C-H
presente na celulose. Ligaces assimétricas de C-O foram observadas em 1146 cm™. Apés o

absorcéo corresponde presenca da ligacdo
pré-tratamento &cido CAB-H, observa-se que nenhuma diferenca expressiva no espectro foi
observada. Por outro lado, ap6s pré-tratamento alcalino, a absorcdo em 895 cm* corresponde
a vibracdo das ligagdes [-glicosidicas com uma contribuicdo vibracional do anel de
hexose efou pentoses, caracteristica das ligacdes glicosidicas em carboidratos.

As bandas que representam a estrutura da lignina foram visiveis no espectro de
infravermelho do bagaco de caju in natura em 1608 e 1535 cm™, e estdo associadas com

vibragbes na estrutura dos anéis aromaticos que compde a lignina. No material CAB-OH,
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observa-se uma expressiva reducdo na intensidade dessas bandas devido a solubilizagcdo da
lignina pelo NaOH, que nesse material esta representada pela absorcdo em 1637 cm™.

Na literatura, muitos sdo os trabalhos sobre a influéncia do pré-tratamento alcalino
na solubilizacdo da lignina, considerada uma etapa fundamental no pré-tratamento de
lignocelulésicos (CHEN; DIXON, 2007; RUZENE et al., 2008; MCINTOSH; VANCOV,
2010; LI et al., 2012).

A lignina é o constituinte dos lignoceluldsicos que negativamente influencia a
hidrolise enzimatica da celulose. Contudo diferentes aplicacbes da lignina estdo em
investigacdo para obtencdo de produtos com potencial de mercado (ALVIRA et al., 2010).

O pré-tratamento alcalino é capaz de aumentar a hidrolise enzimatica da celulose,
pois as bases, dependendo da concentracdo do alcali, sdo eficientes na solubilizacdo da
lignina, mantendo as cadeias de celulose e hemicelulose quase intactas quando comparado aos
pré-tratamentos com 4&cidos ou hidrotermicos (CARVALHEIRO et al.,, 2008). O NaOH
provoca um inchaco no material aumentando a superficie interna de celulose e diminuindo o
grau de polimerizacdo e cristalinidade de sua estrutura, 0 que provoca rompimento da cadeia
de lignna. O NaOH €é capaz de aumentar a digestibilidade de alguns materiais
lignoceluldsicos de 14% a 55%, reduzindo o percentual de lignina de 24-55% para 20%
(CARVALHEIRO et al.,, 2008, TAHERZADEH; KARIMI, 2008, KUMAR e WYMAN,
2009; ALVIRA et al., 2010).

Na Tabela 4.1, os resultados obtidos de celulose para CAB-OH em ambas as
metodologias utilizadas sdo similares, entretanto os percentuais de hemicelulose e lignina sdo
pouco diferentes. Embora ambos os protocolos ndo sejam especificos para caracterizacdo de
bagaco de caju, os resultados da andlise composicional indicam que os protocolos do instituto
NREL determinaram a composicdo de 98,64% do material CAB-OH. O protocolo de
GOUVEIA et al. (2009), determinou somente 93,27%. Diante disso, as etapas subsequentes
deste trabalho foram conduzidas de acordo com os resultados obtidos da caracterizagdo

segundo protocolos do instituto NREL.
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4.2 Influéncia do pré-tratamento na estrutura do material (MEV)
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Figura 4.1 - Andlise de CAB (A/B), CAB-H (C/D) e CAB-OH (E/F) por MEV (Microscopia eletronica por
varredura) na ampliacdo de 500x (A,C e E) e 1000x (B, D e F).

A Figura 4.1 apresenta os resultados da visualizagdo dos materiais CAB, CAB-H
e CAB-OH por microscopia eletronica de varredura (MEV). Como pode ser visualizada na
Figura 4.1B, a superficie do bagaco de caju in natura apresenta-se de forma irregular e
rugosa. Apos o pré-tratamento &cido (Figura 4.1C/D), a superficie da estrutura apresenta uma
aparéncia mais granular destacada pelos circulos em branco, podendo ser atribuido ao
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rompimento  parcial das estruturas de hemicelulose do lignocelulésico mantendo
especialmente a lignina facilmente disponivel ao ataque de alcalis. O efeito do pré-tratamento
alcalino (Figura 4.1E/F) alterou expressivamente a estrutura do material, pois a solubilizagdo
de parte da lignina deixou a superficie do material uniforme e homogénea. Resultados
similares de MEV ap6s 0 pré-tratamento em micro-ondas com agua seguido de alcali (NaOH)
de uma graminea (Panicum virgatum) foram obtidos por HU e WEN (2008). Os autores
destacaram a presenca de uma superficie granular no material apés o uso de agua em micro-

ondas, que em seguida foi removida apds o uso do NaOH combinado com micro-ondas.

4.3 Hidrolise enzimatica do bagaco de caju com celulases do complexo Celluclast 1.5L

A hidrélise enzimatica de CAB-OH foi conduzida sem a suplementacdo de
celobiases, na temperatura de 45 °C com agitacdo de 150 rpm. A Figura 4.2 mostra 0s
resultados da evolucdo da concentracdo de acucares (Figura 4.2A) e da digestibilidade de
celulose e hemicelulose (Figura 4.2B) do solido CAB-OH com o tempo de hidrolise.
Observa-se que a concentracdo de acucares, exceto a celobiose, e a digestibilidade da celulose
de CAB-OH sdo crescentes com o tempo de hidrolise, sendo 0 mesmo resultado observado
em outros trabalhos da literatura para outros materiais como palha e farelo de milho, grama
(Cynodon dactylon L.) e bagaco de cana-de-acucar (UM et al., 2003; WANG et al., 2010;
ZHANG et al., 2010; MAEDA et al., 2011). Maiores concentragdes de glicose e xilose foram
obtidos ap6s 96h de hidrélise; 10,80 + 0,12 e 0,96 + 0,09 g.L ™%, respectivamente.
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Figura 4.2 - Hidrolise enzimatica de CAB-OH (celulose a 1% v/v) com Celluclast 1.5L (60 FPU/ggeyiose) @ 45 °C
e 150 rpm. (A) Concentragdes de glicose (e), celobiose (m) ¢ xilose (A). (B) Digestibilidade de celulose (o) e

hemicelulose (A) de CAB-OH. Digestibilidade de celulose de CAB in natura (V) e CAB-H (¢) dos estudos de
ROCHA, 2010.

Na Figura 4.2A, observa-se que a concentracdo de celobiose ¢ méxima em 24h
(6,73 = 0,35 g.L!) e diminui até a concentracdo de 3,87 + 0,08 g.L "t em 96h de hidrélise
enzimatica. A reducdo da concentracdo de celobiose apds 24h de hidrolise pode ser atribuida
ao sinergismo das enzimas que hidrolisam a celulose, uma vez que é necessario inicialmente
haver a hidrolise da celulose em celobiose pelas celobio-hidrolases para que as celobiases
atuem na conversdo de celobiose em glicose. Por outro lado, o acimulo de celobiose no
decorrer do processo é resultado da deficiéncia de celobiases que € observado na maioria dos
complexos de celulases comerciais, especialmente Celluclast 1.5L (MARTINS et al., 2008;
PIERRE et al., 2011a,b). Para tanto, a maioria dos autores optou pela suplementacdo de
celobiases utilizando o complexo enzimatico Novozymes 188. Neste trabalho, no complexo
Celluclast 1.5L utilizado, a atividade de celobiases era de 5,63 UCB/mL. A Figura 4.2B
mostra que a maior digestibilidade de celulose foi de 87,48 *+ 0,96%, obtido em 96h de
hidrolise enzimatica. O controle, ou digestibilidade de celulose de CAB in natura nas mesmas
condicbes de hidrdlise que CAB-OH encontra-se na Figura 4.2B, resultado de ROCHA
(2010). Observa-se que 0 pré-tratamento aumentou expressivamente a digestibilidade de
celulose de 17% (CAB in natura) para 87% (CAB-OH). Ainda na Figura 4.2B, observa-se
que a digestibilidade de CAB-H (ROCHA, 2010) foi inferior ndo somente aos resultados de
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CAB-OH como também do controle. Nesse sentido, destaca-se a importancia da remog¢do da
lignina do bagaco para otimizacdo das etapas posteriores de hidrolise, uma vez que de acordo
com os resultados da Figura 4B, o pré-tratamento alcalino aumentou em 5 vezes a
digestibilidade de CAB e em 9 vezes a digestibilidade de CAB-H.

A maior digestibilidade de hemicelulose obtida de CAB-OH foi de 68,60 + 0,68%
em 96h do processo. A hidrolise da hemicelulose observada pela presenca de xilose no
hidrolisado enzimatico pode ser atribuido a presenca de xilanases no complexo Celluclast
1.5L, fato constatado pela literatura (MARTINS et al., 2008; ASK et al., 2012; ESCARNOT
et al.,, 2012; RANA et al., 2014), na qual os autores mencionaram atividade de xilanase de
680 a 1367,1 U/mL nos complexos comerciais de Celluclast 1.5L.

Baseado nos resultados de digestibilidade obtidos para CAB-OH, realizou-se a
hidrolise enzimdtica do material com percentual de solidos de 16% (m/v), equivalente a
11,5% (m/v) de celulose (ROCHA et al., 2010) para obtencdo de elevada concentracdo de
glicose no hidrolisado. A partir do hidrolisado enzimatico, realizou-se a diluicdo para
concentragdo de glicose de 50 gL' e avaliou-se o potencial de leveduras dos géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces e Hanseniaspora em produzir etanol por processo SHF

(Fermentacdo e Hidrolise Separadas).

4.4 Fermentacdo do hidrolisado enzimatico de CAB-OH (Screening de leveduras

produtoras de etanol)

A hidrolise enzimatica de CAB-OH para a producdo do hidrolisado enziméatico foi
conduzida utilizando a porcentagem de solidos de 16% (m/V) equivalente a 11,5% (m/v) de
celulose, Celluclast 1.5L a 60 FPU/gceiuiose, 45 °C € 150 rpm por um periodo de 72h. Ao final
da hidrélise enzimética, a concentragdo de glicose+xilose no hidrolisado era de 88,07 + 3,11
gL! e celobiose de 30,34 + 0,79 g.L™ . N&o foi identificada a presenca de inibidores (acido
formico, acido acético, hidroximetitfurfural e furfural). O hidrolisado obtido para producdo de
etanol foi inicialmente diluido com agua destilada para a concentracdo inicial de

glicose+xilose de 50 g.L™.
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Em relagho ao crescimento microbiano, todas as leveduras estudadas
apresentaram producdo de biomassa pelo aumento da concentragdo durante 0 processo
fermentativo (dados ndo apresentados). Maior producdo de biomassa foi obtida apds a
fermentacdo do hidrolisado enzimatico pelas leveduras K. marxianus ATCC36907 (12 g.L?)
e Saccharomyces sp. 1238 (11 g.L). As demais linhagens de Saccharomyces apresentaram
uma concentracdo celular de 10 g.L™®. As leveduras K. marxianus CE025, K. marxianus
CCA510 e Hanseniaspora sp. GPBio03 apresentaram maior concentragdo de biomassa de 8
gL, o que ainda representa um aumento de 1,6-2,0 vezes o valor inicial da concentracdo de
biomassa.

As Figuras 4.3A e 4.3B mostram os resultados do consumo de glicose e produgéo
de etanol, respectivamente, ap0s a fermentacdo do hidrolisado enzimatico pelas cepas de
Kluyveromyces. Observa-se que a espécie K. marxianus ATCC36907 foi a unica levedura
dentre as linhagens de Kluyveromyces que consumiu toda a glicose do hidrolisado enzimatico,
observado em 4h de fermentacdo, tempo em que se inicia a fase estacionéria da levedura, com
producdo de etanol de 22,46 g.L!, produtividade de 5,15 g.L*.h?, fator de conversio de
glicose em etanol de 0,39 e eficiéncia da fermentacdo de 76,32%. A literatura (TOMAS-PEJO
et al, 2009; BRETHAUER; WYMAN, 2010; LANE e MORRISSEY et al., 2010) tem
demonstrado interesse em produzir etanol de leveduras termotolerantes como as espécies de
K. marxianus. Essas leveduras apresentam rapido crescimento e producdo de etanol em
temperaturas na faixa de 40 — 50 °C sendo uma alternativa interessante para aplicagdo em
processos de producdo de etanol por SSF (Fermentacdo e Hidrdlise Simultdneas). Dentre as
vantagens de um processo conduzido a temperaturas mais elevadas, destacam-se a economia
de energia obtida através da redugdo nos custos com sistemas de resfriamento, elevados
rendimentos de hidrdlise, producdo continua do biocombustivel e significante reducdo dos
riscos de contaminagdo (LIMTONG et al., 2007).
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Figura 4.3 — Producdo de etanol de diferentes linhagens de Kluyveromyces marxianus. Fermentagdo conduzida a
30 °C e 150 rpm. K. marxianus CE025 (m), ATCC36907 (e) e CCA510 (A). ConcentracGes de (A) glicose e (B)
etanol.

Nas Figuras 4.4A e 4.4B estdo presentes os perfis de glicose e etanol obtidos ap6s
a fermentacdo do hidrolisado enzimatico por cepas de Saccharomyces. De acordo com 0s
resultados, com excecdo da espécie S. cerevisiae CCA008, as demais leveduras consumiram
toda a glicose do hidrolisado apds 4h de fermentacdo. Maior concentracdo de etanol (23,40
g.L') foi obtida no ensaio fermentativo utilizando a levedura Saccharomyces sp. 1238 em 4h
de fermentacdo com produtividade de 5,53 g.L ™ .h, fator de conversdo de glicose em etanol
de 0,40 Qetanol/Oglicose © e€ficiéncia da fermentagdo de 78,28%. Em outros estudos em que os
autores submeteram a levedura Saccharomyces sp. 1238 a condicdes de temperatura
superiores a 30 °C (WANDERLEY et al., 2013), mostraram que a mesma apresenta potencial
de produgdo de etanol a 34 °C, obtendo-se 23 g.L! de etanol para concentracdo de glicose
inicial de 59,7 g.L!, proveniente da hidrlise enzimética de bagaco de cana de actcar ap6s
pré-tratamento por explosdo a vapor seguido de deslignificacio com NaOH. Atualmente, a
producéo industrial de etanol emprega em sua maioria cepas de S. cerevisiae em temperaturas
em torno de 35 °C. Por outro lado, linhagens de K. marxianus sdo leveduras termotolerantes
capazes de fermentar até 52 °C (LIMTONG et al., 2007; WATANABE et al.,, 2010).
Entretanto, algumas linhagens de K. marxianus podem apresentar concentragfes de etanol e
produtividade inferiores as espécies de S. cerevisiae na temperatura de 30 °C, o que ndo foi

observado apoés a fermentacdo com a levedura K. marxianus ATCC36907 neste estudo.
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Figura 4.4 - Producdo de etanol de diferentes espécies de Saccharomyces. Fermentagdo conduzida a 30 °C e 150
rpm. S. cerevisiae CCA008 (m), S. cerevisiae 01 (A), S. cerevisiae 02 (V) e Saccharomyces sp. 1238 (e).
Concentragdes de (A) glicose e (B) etanol.

A Figura 4.5 descreve os resultados de consumo de glicose e produgéo de etanol
da levedura Hanseniaspora sp. GPBio03, levedura isolada da fermentacdo natural do suco de
caju pelo grupo GPBio (DEQ-UFC, Ceard) em estudos anteriores. A maior concentracdo de
etanol (24,54 g.L™) foi obtida apés 3h de fermentagdo, com produtividade de 7,68 g.L ™ .h.
Nesse periodo, ndo havia mais glicose no meio hidrolisado enzimatico de CAB-OH.

Em geral, o género Hanseniaspora, presente nos primeiros estagios da producédo
do vinho pela fermentacdo natural do suco de uva, apresenta tempo de crescimento limitado
em funcdo da sua baixa tolerancia a elevadas concentracbes de etanol. Espécies como
Hanseniaspora guilliermondii e Hanseniaspora uvarum apresentam crescimento entre 4 e 6
dias de fermentacdo e em seguida morrem em grande parte como um resultado do aumento da
concentracdo de etanol produzida por S. cerevisiae, que possui maior tolerancia ao alcool.
Geralmente, as espécies de Hanseniaspora, Candida, Pichia, Metschnikowia encontradas no
suco de uva ndo sdo tolerantes em concentragcbes de etanol superiores a 4 e 7% (FLEET,
2003; JOLLY et al., 2006; MOREIRA et al., 2008; MOREIRA et al., 2011). Por outro lado,
nos estudos de PINA et al. (2004), H. guilliermondii NCYC2380 apresentou toleréncia a
etanol proxima a da espécie S. cerevisiae, quando submetida a condicbes de stress na
presenca de etanol na concentragdo de 22,5% (v/v). No presente trabalho, a concentracdo de
etanol obtida (24,54 g.L'), equivalente a 2,45% (viv), ndo foi o suficiente para inibir o
crescimento celular de Hanseniaspora sp. GPBio03, pois foi observado producdo de biomassa
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até 4h de fermentacdo (8,0 g.L™), condicio em que ndo havia mais glicose no meio
fermentativo.
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Figura 4.5 — Concentragdes de glicose (m) € etanol (e) de Hanseniaspora sp. GPBio03 durante fermentacdo em

hidrolisado enzimatico de CAB-OH. Fermentacdo conduzida a 30 °C e 150 rpm.

A Tabela 4.2 apresenta os resultados de produtividade, rendimento e eficiéncia da
producdo de etanol de diferentes leveduras em hidrolisado enzimético de CAB-OH. Embora a
levedura S. cerevisiae 02 tenha apresentado rendimento de etanol (0,41 Getanol/Qglicose) Similar
ao da levedura Saccharomyces sp. 1238 (0,40 Qetanol/Qglicose), Maior concentracédo de etanol
(23,40 g.L'Y) e produtividade (5,59 g.L.h') foram obtidas pela Saccharomyces sp. 1238,
levando a uma andlise desses resultados em conjunto com os obtidos por K. marxianus
ATCC36907 e Hanseniaspora sp. GPBio03.
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Tabela 4.2 — Produtividade, rendimento e eficiéncia de producdo de etanol da fermentacdo do hidrolisado

enzimatico por diferentes leveduras. Fermentacdo conduzida a 30 °C e 150 rpm.

Produtividade | Ye/G (Getanol/Gglicose) | Eficiéncia (%)
Levedura
(g.L-llh-l)l
K. marxianus ATCC36907 5,80 0,39 76,32
K. marxianus CE025 1,89 0,37 72,41
K. marxianus CCA510 0,28 0,18 35,23
S. cerevisiae CCAQ008 3,30 0,39 76,32
S. cerevisiae 01 5,08 0,40 78,27
S. cerevisiae 02 4,85 0,41 80,23
Saccharomyces sp. 1238 5,59 0,40 78,28
Hanseniaspora sp. GPBio03 7,68 0,41 80,23

*Produtividade calculada em 3h de fermentagao.

Nas Figuras 4.6A e 4.6B sdo apresentados os resultados para crescimento
microbiano, consumo de glicose e producdo de etanol de fermentacdo com as leveduras que
apresentaram bom desempenho na producdo de etanol em hidrolisado enzimatico:
Kluyveromyces marxianus ATCC36907, Saccharomyces sp. 1238 e Hanseniaspora sp.
GPBIio03. Ao final do processo fermentativo, a levedura Saccharomyces sp. 1238 alcancou a
maior concentracdo de biomassa (11,87 + 0,61 g.L™) dentre as leveduras anteriormente
citadas. A levedura K. marxianus ATCC36907, apresentou maior concentracdo de biomassa
10,7 g.L'!, enquanto que para a Hanseniaspora sp. GPBio03 obteve-se 8,87 g.L™ de biomassa
no final do processo, apresentado perfil de crescimento inferior quando comparado ao das
outras espécies estudadas. Para a Hanseniaspora sp. GPBIio03, nas condi¢es de cultivo
estudadas, provavelmente a levedura tem preferéncia em produzir etanol, deslocando o

metabolismo da via glicolitica para a produgdo do biocombustivel.
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Figura 4.6 - Producdo de biomassa, consumo de glicose (A) e producdo de etanol (B) durante fermentacédo do
hidrolisado enzimatico de CAB-OH a 30 °C e 150 rpm. K. marxianus ATCC36907 (m), Saccharomyces sp. 1238
(®) e Hanseniaspora sp. GPBio03 (A).

As leveduras estudadas apresentaram perfis semelhantes para a producdo de
etanol (Figura 4.6B), com maiores concentrac0es de etanol obtidas de 24,14 * 0,43; 23,40
0,93 e 24,37 + 0,68 g.L ! com Kluyveromyces marxianus ATCC36907, Saccharomyces sp.
1238 e Hanseniaspora sp. GPBio03, respectivamente. Contudo, a levedura Hanseniaspora sp.
GPBio03 apresentou maior produtividade de 7,39 g.L ™ .h! (Tabela 4.3) em 3h de fermentacéo.
Os melhores resultados de eficiéncia (80,23%) e de conversdo de glicose em etanol (0,41
getanm.gg“cose'l) também foram obtidos com a levedura isolada do suco de caju. O valor do fator
de conversdo de glicose em etanol obtido pela Saccharomyces sp. 1238 (0,40 getanm.gg”cose'l)
foi muito semelhante ao obtido por WANDERLEY et al. (2013), 0,39 getam..ggncose'l. Em
relacdo a concentracdo de xilose, para as leveduras citadas, houve o acumulo do agUcar
durante a fermentacdo na concentracdo de 2,28 + 0,07 g.L ™, indicando que néo se observou o

seu consumo durante 0 processo.
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Tabela 4.3 — Produtividade, eficiéncia e conversdo de glicose em etanol da fermentacdo do hidrolisado
enzimatico com as leveduras Kluyveromyces marxianus ATCC36907, e Saccharomyces sp. 1238 e

Hanseniaspora sp. GPBio03. Fermentacdo conduzida a 30 °C e 150 rpm.

Levedura Produtividade Yerc Eficiéncia (%)
(@Lthh? (Getanol/Gglicose)
K. marxianus ATCC36907 5,80 0,39 £ 0,02 76,32 £ 0,03
Hanseniaspora sp. GPBIio03 7,39 0,41+0,01 80,23 £ 0,02
Saccharomyces sp. 1238 5,59 0,40+ 0,01 78,28 £ 0,01

*Produtividade calculada em 3h de fermentacéo.

Apbs a analise estatistica dos resultados por ANOVA, no programa OriginPro
versdo 8.0; observa-se que para um nivel de significancia de 99,5%, os resultados dos
rendimentos de etanol (Yg/g) para as leveduras K. marxianus ATCC36907 e Hanseniaspora
sp. GPBIio03 néo sdo significativamente diferentes.

De acordo com os resultados obtidos do estudo de diferentes leveduras (Figuras
4.4 a 4.7), e dos parametros da fermentacdo (Tabela 3.2), observa-se que a levedura K.
marxianus ATCC36907 apresenta potencial de fermentacdo proximo ao de uma levedura do
género de Saccharomyces. Diante disso, faz-se necessario um estudo da influéncia da
temperatura na produgdo de etanol de K. marxianus ATCC36907, a fim de se avaliar

posteriormente o potencial desta em processos SSF (Fermentacdo e Hidrolise Simultaneas).

4.5 Influéncia da temperatura na producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 em

glicose PA e hidrolisado enzimatico de bagaco de caju

A Figura 4.7 apresenta os resultados de concentracdo de biomassa e glicose obtidas
durante a avaliagdo da temperatura no crescimento de K. marxianus ATCC36907 em glicose
PA. Observa-se na Figura 4.7A, que houve aumento na concentracdo de biomassa para 8-9
g.L em relagfio a biomassa inicial (5 + 1g.L™*) em todas as temperaturas estudadas com 4 a 5
horas de fermentacdo. Os perfis semelhantes de biomassa em todas as temperaturas indicam

que a faixa estudada (30-50 °C) ndo influenciou de forma expressiva no crescimento de K.
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marxianus ATCC36907. Na Figura 4.7B, observa-se que o consumo de glicose foi
influenciado pela variacdo de temperatura. A glicose esgotou em 5 horas de fermentacdo para
as temperaturas de 30 e 35 °C, enquanto que o0 aumento da temperatura para 40, 45 e 50° C
favoreceu o metabolismo de glicose pela levedura, pois a fonte de carbono esgotou entre 3h e
4h de fermentacdo. Nesse contexto, vale ressaltar as vantagens da producdo de etanol em
elevadas temperaturas como a reducdo nos riscos de contaminacdo, reducdo do investimento

com sistemas de resfriamento além da recuperacdo continua do etanol (LIMTONG et al.,
2007; FONSECA et al., 2008).
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Figura 4.7 - Producdo de biomassa (A) e consumo de glicose (B) do estudo da influéncia da temperatura na
producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 a 150 rpm utilizando glicose PA. 30 °C (m), 35 °C (e), 40 °C
(4),45°C (A)e50°C (V).

Através dos resultados de biomassa, calculou-se o valor de pmax para em seguida
aplicar a equacdo de Arrhenius linearizada (DORAN, 1995), e posteriormente estimar 0S
valores da constante de freqiéncia e da energia de ativacdo. Obtiveram-se os resultados de
40,45 para o fator de freqiéncia e energia de ativacdo de 14499,62 J/mol. O coeficiente de
linearidade obtido foi R? = 0,927. Em um estudo cinético de K. marxianus (REEVES, 2004),
0 autor avaliou a producdo de etanol utilizando como fonte de carbono o residuo do
processamento de tomate. As temperaturas estudadas pelo trabalho foram semelhantes as
desse estudo, 40 °C, 45 °C e 50 °C. O valor da energia de ativacdo obtida foi de 133,05
kJ.mol't, com coeficiente de linearidade de R* = 0,893. Esse resultado de energia de ativacio

superior ao obtido com os dados de K. marxianus ATCC36907, pode ser atribuido a
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complexidade da matéria-prima utilizada pela literatura que possivelmente influenciou o
crescimento da levedura quando comparado ao uso de glicose PA.

Na Figura 4.8 estdo presentes os perfis de etanol apds estudo da influéncia da
temperatura. Observa-se que os perfis de etanol foram semelhantes, indicando que a levedura
termotolerante é capaz de produzir etanol (23,65 g.L™) a 50 °C em 4h de fermentacdo. Nas
demais temperaturas, a maior concentracdo de etanol obtida foi semelhante. Embora a
variacdo de temperatura ndo tenha influenciado na méaxima concentracdo de etanol, observa-
se que a produtividade (ver Tabela 4.3) de etanol aumentou com o aumento de temperatura,
passando de 4-5h (30-35 °C) para 3h de fermentacdo (40-50 °C). Destaca-se que a capacidade
de termotolerancia de linhagens de K. marxianus é atribuido a trés fatores: modificagdo da
estrutura dos acidos graxos presentes na membrana celular, formacdo das proteinas de choque
térmico (HSPs) e acumulo de trealose nas células que contribuem para a resisténcia a
temperatura em leveduras (BANAT et al., 1998).

TOMAS-PEJO et al. (2009) realizaram o estudo de temperatura de K. marxianus
CECT10875 de 40-44 °C em meio sintético com glicose PA suplementado com 5 g.L™! de
extrato de levedura e sais. Os autores observaram que dentro da faixa de temperatura
estudada, a mesma ndo influenciou significativamente a producdo de etanol, obtendo-se
méxima concentracdo de etanol no intervalo de 21-22 gL' com rendimento de etanol de
86%. Diante disso, observa-se que os resultados obtidos por esse autores corroboram com 0s

obtidos neste estudo para linhagens distintas de K. marxianus.
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Figura 4.8 - Produgdo de etanol do estudo da influéncia da temperatura no crescimento de K. marxianus
ATCC36907 a 150 rpm em meio com glicose PA. 30 °C (m), 35 °C (), 40 °C (¢), 45 °C (A) e 50 °C (V).

A Tabela 4.4 apresenta os resultados da estimativa dos parametros cinéticos da

fermentacdo com a variagdo da temperatura. Os valores de Yg/ calculados indicam que para a

faixa de temperatura estudada (30-50 °C), ndo houve variacdo expressiva nos valores de

conversdo (0,45-0,46), assim como nos valores de eficiéncia da fermentacdo (88-90%).

Contudo, houve variacdo na produtividade de etanol, sendo o méximo valor obtido a 40 °C,
8,21 g.L ™ .hit em 3h de fermentacio.

Tabela 4.4 - Produtividade, eficiéncia e conversdo de glicose em etanol do estudo da influéncia da temperatura

na producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 a 150 rpm.

Yee Produtividade Eficiéncia
Temperatura RN

(getanollgglioose) (gl— h ) (%)
30 °C 0,45 5,29 88%
35°C 0,45 5,18 88%
40 °C 0,46 7,71 90%
45 °C 0,46 1,75 90%
50 °C 0,45 7,41 88%

*Produtividade calculada em 3h de fermentacéo.
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Na Figura 4.9 estdo os resultados de velocidades especificas de consumo de glicose (i)
e producdo de biomassa (k) e etanol (Lp) para as temperaturas de 30 a 50 °C em glicose PA.
Em todas as temperaturas estudadas, verifica-se que os perfis das velocidades para biomassa,
glicose e etanol apresentam mesma tendéncia de metabolismo primario, o que é esperado para
fermentacdo alcodlica. Em relacdo a variacdo da temperatura, verifica-se para o crescimento
celular (ux), que as maiores velocidades especificas foram obtidas a 40 °C. Para a velocidade
especifica de producdo de etanol (), 0 aumento da temperatura de 30 a 45 °C favorece no
aumento do valor da velocidade especifica méxima, de 1,12 h'* a 30 °C para 2,05 h™ a 45 °C,
sendo nesta temperatura o maior valor obtido de ps = 4,23 h'™.
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Figura 4.9 - Velocidades especificas para a producéo de biomassa (A), consumo de glicose (B) e formagdo de
etanol (C) no estudo da influéncia da temperatura na producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 em
glicose PA. 30 °C (m), 35 °C (e), 40 °C (¢), 45 °C (A) €50 °C (V).
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Com base nos resultados do estudo da temperatura, avaliou-se o crescimento e
producdo de etanol utilizando a levedura K. marxianus ATCC36907 em hidrolisado
enzimatico de CAB-OH nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C. A Figura 4.10A mostra 0s
resultados de crescimento e consumo de glicose. Observa-se que houve maior producdo de
biomassa na temperatura de 30 °C, em relacdo as temperaturas de 40 e 50 °C.

Os perfis de consumo de glicose mostram que assim como para a glicose PA, no
hidrolisado enzimatico a glicose esgotou em 5 horas de fermentacdo a 30 °C, enquanto que
nas temperaturas de 40 e 50 °C, em 4 e 3h ndo havia mais glicose no meio fermentativo,
respectivamente.

A Figura 4.10B apresenta 0s resultados para concentracdo de etanol e
produtividade obtidos do processo fermentativo a 30, 40 e 50 °C em hidrolisado enzimético.
A maxima concentracdo de etanol obtida foi de 24,14 g.L™* para a temperatura de 30 °C em 5h
de fermentacdo, o0 que corresponde a uma produtividade de 4,45 gL*h®. A 40 °C, a
concentracdo de etanol e produtividade obtidos foram de 24,76 g.L* e 7,83 gL 1.h! em 3h,
respectivamente. Na temperatura de 50 °C, também em 3h de fermentacdo, a concentracdo de
etanol foi de 23,22 g.L! e produtividade de 7,23 g.L".h™ . O aumento da temperatura resultou
no aumento da produtividade de etanol, sendo a maxima obtida em 1h de processo a 40 °C
(10,77 g.L't.ht), enquanto que a 30 °C, a maxima produtividade obtida foi de 5,98 g.L"*.h?. O
aumento da temperatura proporcionou um acréscimo no valor da conversdao de glicose em

etanol, que aumentou de 0,39 a 30 °C para 0,43 na temperatura de 40 °C.
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Figura 4.10 - Perfis de biomassa e glicose (A), concentracdo e produtividade de etanol (B) de K. marxianus

ATCC36907 em hidrolisado enzimatico de CAB-OH a 150 rpm. Em (A), biomassa a 30 °C (m) 40 °C (¢) e 50
°C (e) e glicose a 30 °C (O), 40 °C (©) e 50 °C (©). Em (B), concentracdo de etanol a 30 °C (m), 40 °C (+) e 50
°C (e) e produtividade a 30 °C (O), 40 °C (0) e 50 °C (0).

Na compreensdo do processo de tolerancia de K. marxianus a etanol, os
fosfolipidios presente na membrana plasméatica podem desempenhar uma fungdo importante
no mecanismo de tolerancia, pois o etanol é capaz de alterar a polaridade da membrana
comprometendo o crescimento celular, inibir a atividade de algumas ATPases e/ou atuar na
inibicdo do sistema de transporte da fonte de carbono pela membrana (BANAT, 1998).

ROCHA et al. (2011), avaliaram a influéncia da temperatura (30 a 40 °C) na
producdo de etanol de K. marxianus CE025 em hidrolisado &cido de bagaco de caju com
concentrago inicial de acuUcares (glicose + xilose) de 53 g.L™. De acordo com os autores, 0s
melhores resultados para etanol foram obtidos a 30 °C, com maior concentracdo de etanol de
12,36 g.L!, produtividade e conversio de 0,257 e 0,417, respectivamente. Quando
comparados com o0s resultados obtidos neste trabalho, observa-se maior potencial
termotolerante de K. marxianus ATCC36907 para posteriores estudos de SSF.

GARCIA-APARICIO et al. (2011) estudaram a producio de etanol de K.
marxianus CECT10875 em processos de SHF e SSF utilizando barley straw como substrato.
No processo SHF, a 42 °C, os autores obtiveram maior concentracdo de etanol de 23 g.L*
ap6s 72h para uma concentracdo de glicose inicial de 56,4 g.L ™. Nesse caso, a concentragao
de etanol obtida pelos autores foi muito similar ao obtida neste trabalho para mesma
concentracdo de glicose inicial. Ao avaliarem o processo SSF, a concentracdo de etanol
aumentou para 29 g.L.
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Nos estudos de LIMTONG et al. (2007), os autores avaliaram a producdo de
etanol de varias linhagens de K. marxianus em meio de caldo de cana-de-aclcar nas
temperaturas de 30-45 °C. Os autores destacaram que a espécie K. marxianus DMKU3-1042
obteve rendimento de etanol de 77,5% a 37 °C, respectivamente. Os valores de rendimento de
etanol do referido estudo sdo similares aos obtidos neste trabalho, 76,3% (30 °C) e 82,4% (50
°C).

A Figura 4.11 apresenta os resultados de velocidades especificas de consumo de
glicose (us) e producdo de biomassa (k) e etanol (Lp) para as temperaturas de 30, 40 e 50 °C
em hidrolisado enzimético de bagago de caju. Para as temperaturas estudadas, observa-se que
as welocidades apresentam o mesmo perfil indicando que o etanol obtido por fermentacdo é
metabdlito primario. Observa-se na Figura 4.11 que a temperatura contribuiu para 0 aumento
das velocidades com o tempo, ou seja, a producdo de etanol foi favorecida pelo aumento da

temperatura de 30 para 50 °C.
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Figura 4.11 - Velocidades especificas para a producdo de biomassa, etanol e consumo de glicose de K.

marxianus ATCC36907 em hidrolisado enzimatico de bagago de caju a 150 rpm e 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C
(©). ux (m) ps (*) e pp (A) em h™,
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4.6 Producdo de etanol de Kluyveromyces marxianus ATCC36907 por Fermentagdo e
Hidrélise Simultaneas (SSF) a 40 °C utilizando Celluclast 1.5L e CAB-OH como

substrato

Com base nos resultados do estudo da temperatura para SHF, selecionou-se a
temperatura de 40 °C para estudos de SSF de K. marxianus ATCC36907 nas seguintes
condicBes: 15 FPU/geeiuiose de CAB-OH, celulose a 7,5% (miv), 5 g.L ™ de células a 40 °C e
150 rpm. A Figura 4.12 apresenta os resultados da concentracdo de etanol e agucares (glicose,

celobiose e xilose).
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Figura 4.12 - Producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 por SSF de CAB-OH com Celluclast 1.5L a 15
FPU/Qcelutose; 7,5% (m/v) de celulose (10% m/v de CAB-OH), a 40 °C ¢ 150 rpm. Etanol (m), glicose (V),

celobiose (A) e xilose (o).

Observa-se na Figura 4.12, que a maior concentracdo de etanol (24,90 + 0,89 g.L”
1Y foi obtida apés 76h de fermentacdo, com produtividade correspondente de 0,33 g.Lt.h™.
Ndo houve acumulo de glicose durante o processo, por outro lado, observa-se que a
concentracdo de celobiose (7,83 + 0,03 g.L™!) é méxima em 24h de fermentacdo, e em 80h, a
concentracdo decresce para 5,48 + 0,27 g.L™*. O actmulo de celobiose pode ser atribuido &
auséncia de suplementacdo de celobiase, uma vez que essa enzima é deficiente no complexo
comercial Celluclast 1.5L (5,63 UCB/mL). O excesso de celobiose no hidrolisado enziméatico

pode ter afetado a conversdo de celulose em glicose e por consequéncia, influenciou
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negativamente os resultados de conversdo de glicose em etanol (Y g/c = 0,34) e rendimento de
etanol (n" = 66,30%). A concentracdo de xilose aumentou durante o processo, obtendo-se 3,28
+ 0,06 gL ap6s 80h de SSF. Em relacdo a inibicdo da celulase por celobiose, a literatura
(GRUNO et al., 2004) descreve que essa inibicdo € de natureza competitiva, ou seja, glicose e
celobiose competem pelo mesmo sitio ativo da celulase. Sendo os complexos de celulases
formados por celobio-hidrolases, endoglucanases e [-glicosidases, os autores verificaram que
maior € o efeito de inibicdo por celobiose observado nas celobio-hidrolases do que nas
endoglucanases, obtendo-se valores de constante de inibicdo de 1,6 mM e 11 mM,
respectivamente. Nesse caso, foi observado perda de 50% da atividade relativa de cada
enzima nas concentracdes de celobiose de 2,5 mM e 20 mM, respectivamente (GRUNO et al.,
2004).

Na producdo de etanol de segunda geragdo, o processo SSF € geralmente
preferido, pois requer menos investimento. Outra razdo significativa para a utilizacdo desse
processo € a reducdo da inibicdo de celulase por glicose, 0 que favorece a hidrélise enzimatica
e producdo de etanol (HAQUE et al. 2013).

LINDE et al. (2008) estudaram a SSF de palha de trigo pré-tratada com acido
sulfirico com percentual de sélidos de 5% (m/m) e S. cerevisiae a 35 °C. Os autores variaram
a atividade enziméatica de Celluclast 1.5L (3, 6, 12 e 14 FPU/gssiidos) € Novozymes 188 (3, 7,
15 e 17 Ul/gssiidos). Apds 72h de fermentacdo, a maior concentracdo de etanol obtida foi de
11,7 gL a 14 FPU/gslices. Nesse caso, a produtividade foi de 0,16 g.L™.h’. Embora os
autores tenham suplementado o processo com celobiases, a concentracdo de etanol e
produtividade obtidos foram inferiores ao deste estudo, talvez pela baixa concentracdo de
celulose inicial utilizada pelos autores.

GARCIA-APARICIO et al. (2011) estudaram o potencial de palha de cevada para
producdo de etanol por SSF de Kluyveromyces marxianus CECT10875 a 42 °C utilizando
Celluclast 1.5L (7 FPU/gsslicos) € Novozymes 188 (8,4 Ul/gssiidos) além da suplementacdo com
xilanase (72 Ul/gssiices) € concentracdo inicial do lignoceluldsico de 15% (m/v). A maior
concentracdo de etanol (29,4 g.L'!) foi obtida apés 72h de processo, resultado um pouco
maior do que o obtido com CAB-OH. De acordo com o percentual de glucanas no
lignoceluldsico (37,1%), a atividade de celulase utilizada corresponde a aproximadamente 18

FPU/Qcelulose, atividade similar a utilizada neste estudo.
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SURYAWATI et al. (2009) avaliaram a producdo de etanol por SSF de uma
graminea (Panicum virgatum var. Kanlow) perene de estacdo quente presente em Oklahoma
(E.U.A) ap6s pré-tratamento por hidrotermdlise. As condi¢des de SSF incluiram a utilizagdo
de Kluyveromyces marxianus IMB4, atividade enzimatica de 15 FPU/Qceluiose de celulases de
Fibrilase (Ottawa, Canadd) a 45 °C. Os autores obtiveram maior concentracdo de etanol de
16,8 g.L* ap6s 72h de processo, e produtividade de 0,23 g.Lt.h?.

4.7 Estudo da hidrolise enzimatica de CAB-OH com diferentes complexos enzimaticos

com vistas ao aumento da producdo de etanol de Kluyveromyces marxinaus ATCC36907

Segundo os dados de concentracdo de celobiose na Figura 4.13, o acimulo de
celobiose (5,48 — 7,83 g.L™") no processo SSF de K. marxianus ATCC36907 é resultado da
deficiéncia da enzima celobiase no complexo enzimatico Celluclast 1.5L. Diante disso, para
melhorar a hidrélise de CAB-OH e os rendimentos de etanol, faz-se necessario o estudo de
outros complexos enzimaticos ou a combinacdo deles que minimizem o acUmulo de celobiose
favorecendo a formacdo de glicose. A Tabela 4.5 apresenta a caracterizagdo dos complexos

enzimaticos da Novozymes em termos de concentragdo de proteinas e atividade enzimatica.

Tabela 4.5 — Caracterizagdo dos complexos enzimaticos utilizados nesse trabalho para a hidrélise enzimatica de
CAB-OH.

Atividade de | Atividade de | Atividade de
_ Proteinas _
Enzima celulase CMCase celobiase
(mg/mL)
(FPU/mL) (Ucpc/mL) (UCB/mL)
Celluclast 1.5L 21,93 128,94 21,54 5,63
Celulase NS 22074 28,47 108,12 19,53 243,68
Celobiase NS 50010 28,29 - - 384,28

Observa-se na Tabela 4.5 que embora os complexos de celulases apresentem
atividade de celulases similares, 0 complexo NS 22074 possui atividade de celobiase 43 vezes

superior em relacdo ao complexo Celluclast 1.5L.
67

Estudo comparativo da producgéo de etanol por processos de SHF (Fermentacao e Hidrdlise Separadas) e
SSF (Fermentacgéo e Hidrolise Simultaneas) de bagaco de caju (Anacardium occidentale L.)



Rodrigues, T. H. S.

Na Figura 4.13, estdo presentes os resultados de digestibilidade de celulose e
hemicelulose ap6s hidrolise enzimatica de CAB-OH com Celluclast 1.5L e celulase NS
22074, ambos complexos de celulases da Novozymes nas mesmas condicdes de hidrolise (60
FPU/Qcelutose @ 45 °C e 150 rpm).

100 ) o3

Digestibilidade (%)
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Figura 4.13— Digestibilidade de celulose e hemicelulose ap6s a hidrdlise enzimatica de CAB-OH (1% m/v de
celulose) com celulases de Celluclast 1.5L e NS 22074 a 60FPU/Qceiuiose @ 45 °C e 150 rpm. Digestibilidade de
celulose (o) e hemicelulose (A) apés hidrolise com o complexo Celluclast 1.5L. Digestibilidade de celulose (o)

e hemicelulose (A) apds o uso do complexo de celulases NS 22074.

De acordo com os resultados na Figura 4.13, o complexo NS 22074 apresentou
maiores rendimentos de glicose, ou seja, maior foi a digestibilidade de celulose durante todo o
processo de hidrélise em relagdo ao complexo de celulases Celluclast 1.5L. Ao final das 96h
de hidrolise, a digestibilidade de celulose foi de 98,62 + 1,73% utilizando o complexo NS
22074 e 87,48 + 0,96% para Celluclast 1.5L. N&o foi observada presenca de celobiose para a
hidrolise com NS 22074, enquanto que 3,87 + 0,08 gL de celobiose foram quantificados
apos 96h de hidrolise utilizando Celluclast 1.5L (Figura 4.2). Esse resultado pode ser
atribuido a grande diferenca em relacdo a atividade de celobiase nos complexos de celulases.
Ao final da hidrélise para NS 22074, a concentracdo de glicose obtida foi de 12,37 + 0,21 g.L”
1. Os perfis de rendimento de xilose para ambas as enzimas foram semelhantes, sendo os
complexos de celulases NS 22074 e Celluclast 1.5L desenvolvidos pela Novozymes, ambos

devem possuir atividades de xilanases semelhantes.
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Contudo, visando aumentar a producdo de etanol em estudos posteriores de SSF,
realizou-se a avaliacdo da variacdo da atividade de celulase da enzima NS 22074 com e sem
suplementacdo de celobiose NS 50010 na hidrolise enzimatica de CAB-OH.

Na Figura 4.14 estdo os resultados de digestibilidade de CAB-OH apds variagdo
da atividade de celulase NS 22074 (0-100 FPU/Qceluiose) COM suplementacdo de celobiase NS
50010 (60 UCBI/g de celulose) na hidrolise enzimatica de CAB-OH. A suplementacdo de
celobiase foi necessaria para evitar 0 acimulo de celobiose e a eliminacdo dos seus possiveis
efeitos de inibicAo especialmente em baixos valores de atividade de celulase. Observa-se que
0 aumento da atividade favorece a hidrolise de CAB-OH pelo aumento da digestibilidade do
material. A variacdo do tempo de hidrélise ndo influenciou nos rendimentos de glicose apos
48h, pois os perfis de hidrolise em 48 e 72h estdo quase sobrepostos. Apos 72h de hidrdlise;
93,77 = 2,72% de glicose foram obtidos a 30 FPU/Qceuiose; 98,00 £ 1,44% a 50 FPU/Qcelulose,
resultado proximo ao obtido a 100 FPU/Qceluose (98,00 £ 2,99%). Embora se tenha obtido
resultado pouco inferior ao utilizar a atividade de 30 FPU/Qceluiose, NeSsa condicdo menos
volume de enzima foi utilizado em relacdo as atividades de 50 e 100 FPU/Qceluiose, resultado
promissor do ponto de vista da economia do investimento desse suprimento. Celobiose néo

foi identificada durante o processo de hidrolise de CAB-OH.
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Figura 4.14 — Digestibilidade de celulose de CAB-OH apdés a variagdo da atividade de celulase NS 22074 com
suplementacdo de 60 UCB/g de celobiase NS 50010. Digestibilidade em 24h (m), 48h (e) e 72h (A). Hidrdlise

enzimatica realizada a 45 °C e 150rpm.
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ZHANG et al. (2010) realizaram a otimizacdo da hidrdlise enziméatica de sabugo
de miho utilizando complexos de celulase, celobiase, xilanase e pectinase. A variacdo da
celulase (Spezyme CP) foi conduzida na faixa de concentracdo de proteinas de 1,5 — 30
MQ/Jcelulose, €quivalente a 5 — 100 FPU/Qeeluiose, COM adicdo de celobiase (Novozyme 188) na
concentragdo de 2,9 mg/Jeeluiose (60 UCB/Qeeiuiose) para a eliminacdo de inibicdo da celulase.
Segundo os autores, a digestibilidade da celulose estd diretamente ligada a atividade de
celulase. Os autores obtiveram maiores rendimentos de glicose e xilose de 93,3% e 82,1%,
respectivamente @ 15 mMg/Qceluose (50 FPU/Qeeiuiose). Resultados similares de rendimentos de
glicose foram obtidos neste trabalho com menor atividade enzimatica inicial de 30
FPU/Qcelulose-

HAQUE et al. (2013) obtiveram rendimento de agUcares redutores de 73 e 87%
apos 72h de hidrolise enzimética de Miscanthus sinensis pré-tratado com NaOH de 2,0 e 2,5%
(mN), respectivamente. A concentracdo de solidos utilizada foi de 1% (m/v). Os autores
utilizaram os mesmos complexos enzimaticos de celulases (NS 22074) e celobiases (NS
50010), os referidos resultados de rendimento foram obtidos a 15 FPU/gsliges, COM
suplementacdo de celobiases (30 Ul/gsiidos). NO caso deste estudo, para a hidrolise de CAB-
OH, a 15 FPU/gceluiose, @ digestibilidade de celulose e hemicelulose obtidas apds 72h foram
62,73 e 44,95%, respectivamente.

A Figura 4.15 apresenta os resultados de digestibilidade de hemicelulose apds
variacdo da atividade de celulases de NS 22074. O aumento na atividade de celulase
contribuiu para 0 aumento no rendimento de Xilose, o que é observado por outros autores na
literatura (ZHANG et al. 2010; WANG et al. 2010; WANG et al. 2012. Melhores resultados
foram obtidos apds 72h de hidrdlise a 50 FPU/Qceluose (72,91 £ 1,10%) e 100 FPU/Qcelutose
(76,32 = 1,20%). A 30 FPU/Qcelulose, @ digestibilidade foi de 65,73 + 1,78%.
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Figura 4.15 — Digestibilidade de hemicelulose de CAB-OH da variacdo da atividade de celulase NS 22074 com
suplementacdo de 60 UCB/g de celobiase NS 50010. Digestibilidade apdos 24h (m), 48h (e) e 72h (A). Hidrélise
enzimatica realizada a 45 °C e 150rpm.

Para a avaliacdo da influéncia da celobiase na hidrolise de CAB-OH, variou-se a
atividade desta enzima mantendo a atividade de celulase NS 22074 a 30 FPU/Qcelulose, POIS @
referida atividade proporcionou bons resultados de hidrolise com menor quantidade de
enzima quando comparados aos resultados obtidos em 50 e 100 FPU/gceluiose € 0S resultados
encontram-se na Figura 4.16.

Dentro da faixa estudada (0 - 100 UCB/Qceluiose), @ Suplementacdo da enzima nédo
apresentou influéncia na digestibilidade, e celobiose ndo foi identificada durante o processo
de hidrélise, especialmente no controle (sem adicdo de celobiase). Vale destacar que o volume
de enzima para a atividade de celulase de 30 FPU/Qceose do complexo NS 22074,
corresponde a atividade de celobiase em torno de 60 UCB/Qceiuose, cOndicdo recomendada
pela literatura (SELIG et al., 2008) para evitar a inibicdo de celulase por celobiases. Em
relacdo aos estudos de ZHANG et al. (2010), os autores variaram a concentracao de proteinas
da celobiase (0 — 4,8 MY/Qeeluiose), €quivalente a 5 — 100 UCB/Qceiuiose € Observaram que sem a
suplementacdo de celobiase a concentracdo de celobiose no hidrolisado era de 0,6 mg.mL™,
com a queda no rendimento de glicose (digestibilidade) de 80,2% (60 UCB/Qceluiose) para
57,1%, indicando acUmulo e possivelmente inibicdo pela presenca de celobiose, fato que nao

foi observado nesse estudo.
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Figura 4.16 — Digestibilidade de celulose de CAB-OH da variacdo da atividade de celobiase NS 50010 e
celulase NS 22074 a 30 FPU/Qceluiose- Digestibilidade sem adicdo de celobiase (controle) (m), 10 UCB/g (e), 30
UCB/g (A), 60 UCB/g (V), 100 UCB/g (). Hidrélise realizada a 45 °C e 150rpm.

Os resultados de hidrolise enzimatica mostraram que a atividade de celulase NS
22074 a 30 FPU/Qeeiuiose SeM suplementacdo de celobiase € uma condicdo promissora para
estudos de SSF. Entretanto, a temperatura em processo SSF € parametro crucial para o
crescimento microbiano e conversdo da glicose em etanol. Como esse processo requer mais
tempo para a conversdao de glicose em etanol, o comportamento do crescimento celular e
producdo de etanol podem ser influenciados pelo tempo em que as células estdo expostas a
uma determinada temperatura e concentracdo de etanol. Segundo a literatura, linhagens de K.
marxianus sao capazes de produzir etanol em temperaturas acima de 40 °C, podendo
apresentar crescimento celular maximo a 47 °C, 49 °C ou até mesmo a 52 °C (FONSECA et
al., 2008) dependendo da linhagem. Outro aspecto a ser mencionado, é a tolerancia a etanol
de algumas linhagens de K. marxianus que pode ser inferior a espécie S. cerevisiae, sendo
esse fato atribuido a atividade da enzima ATPase presente na membrana plasmatica das
células microbianas (ROSA e SA-CORREIA 1992).

Assim, a avaliacdo da influéncia da temperatura em SSF torna-se necessario para
o conhecimento da condicdo que melhor favorece a hidrolise enzimética e a conversdo da

glicose em etanol.
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4.8 Influéncia da temperatura na produgdo de etanol de Kluyveromyces marxianus
ATCC36907 por Fermentacdo e Hidrolise Simultdneas (SSF) utilizando celulase

Novozymes NS 22074 e celulose microcristalina comercial

Os resultados da producdo de etanol em hidrolisado enzimatico de CAB-OH
(SHF) mostraram que a levedura K. marxianus ATCC36907 apresentou perfis de fermentacéo
similares as cepas de Saccharomyces comerciais, e desempenho satisfatorio em temperaturas
acima de 30 °C (Figuras 4.3 a 4.10). Diante dos resultados de SSF de CAB-OH a 40 °C
(Figura 4.12), a espécie de K. marxianus ATCC36907 apresenta aplicacdo em potencial para
producdo de etanol por esse processo. Para avaliar o desempenho da levedura em processos
SSF, acompanharam-se os perfis de producdo de etanol e acumulo de glicose em diferentes
temperaturas (40-50 °C) utilizando celulose microcristalina. De acordo com os resultados da
hidrolise enziméatica (Figuras 4.14 a 4.16), que mostraram que 0 complexo de celulases NS
22074 se sobressaiu na hidrdlise enzimatica de CAB-OH em comparacdo com a Celluclast
1.5L, os estudos da influéncia da temperatura em SSF foram conduzidos com o complexo de
celulases NS 22074. A atividade enzimatica foi fixada em 15 FPU/Qceluose, POIS O Objetivo
desse topico fora somente a avaliagdo da influéncia da temperatura na producdo de etanol por
SSF de K. marxianus ATCC36907.

A Figura 4.17 apresenta os perfis de glicose e etanol ap6s a variacdo da
temperatura no processo SSF de K. marxianus ATCC36907 utilizando celulose
microcristalina. Na Figura 3.16A, a presenca de glicose foi identificada na temperatura de 40
°C ap6s 72h (0,52 + 0,06 g.L™!) e 42 °C apds 48h (2,85 + 0,86 g.L!). Nessas temperaturas, a
baixa concentracdo de glicose observada pode ser atribuida a conversdo deste aclcar em
etanol pela levedura que ¢é visualizado na Figura 4.17B, condicdo que favoreceu o
metabolismo da mesma. Nas demais temperaturas estudadas, ja se observavam acumulo de
glicose no meio fermentativo ap6s 24h, a 45 °C (4,96 g.L) ea 50 °C (15,00 g.L™Y).
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Figura 4.17 - Concentragcdes de glicose (A) e etanol (B) da variagdo da temperatura de fermentacdo de K.
marxianus ATCC36907 em processo SSF utilizando celulose microcristalina como substrato. Fermentagédo
conduzida a 10% (m/v) de celulose microcristalina, celulases de NS22074 a 15 FPU/Qceutose € 150 rpm. 50 °C
(m), 45 °C (®), 42 °C (V) e 40 °C (A).

De acordo com os resultados na Figura 4.17B, a levedura K. marxianus
ATCC36907, embora tenha apresentado bom desempenho no processo SHF em temperaturas
acima de 40 °C; no processo SSF a levedura apresentou concentracdo maxima de etanol de
19,86 + 0,32 g.L " a 40 °C, ap6s 72h de fermentacdo. A 42 °C, a concentracdo de etanol foi de
14,45 + 0,96 g.L™ apds 80h de fermentacéo, enquanto que a 50 °C, a concentracdo de etanol
obtida foi de 5,08 g.L"* ao final do processo. Diante disso, observa-se que os resultados da
variacdo da temperatura no processo SHF (Figura 4.10) em comparacdo com processo SSF
sdo bem diferentes. Para tanto, destaca-se que no processo SSF a levedura encontra-se no
inicio do processo em condicdes de restricdo de nutrientes, pois a producdo de glicose esta
condicionada a realizacdo da hidrolise enzimatica. Enquanto que no processo SHF, o tempo
de fermentacdo foi de 8h, o processo SSF durou cerca de 80h, possivelmente o crescimento da
levedura e producdo de etanol foram influenciados pelo tempo em que as células estavam
expostas a condicBes criticas de temperatura e limitacdo de nutrientes.

TOMAS-PEJO et al. (2009) estudaram a producdo de etanol de K. marxianus
CECT10875 por processo SSF utilizando celulose microcristalina (Sigmacell 50) a 42 °C. A
atividade enzimatica de Celluclast 1.5L foi fixada em 15 FPU/Qceuiose. ASSIM COMO nesse
trabalho, os autores suplementaram o meio de cultivo com extrato de levedura (5 g.L™).

Quando os autores utilizaram 10% (m/v) de celulose, ap6s 72h, a concentracdo de etanol
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obtida foi de 32 g.L aproximadamente. Embora as condicdes de SSF utilizadas pelos autores
tenham sido semelhantes as condi¢bes deste trabalho, o resultado da literatura foi 1,7 vezes
superior.

PESSANI et al. (2011) estudaram trés temperaturas (37, 41 e 45 °C) na produgéo
de etanol por SSF de K. marxianus IMB3 utilizando o complexo enzimatico Accellerase 1500
na concentracdo de 0,7 mL/g de celulose de uma graminea (P. virgatum) proveniente do
centro de pesquisa de ciéncias dos solos e vegetais da Universidade do Estado de Oklahoma
(EUA). A concentragdo do lignocelulosico foi fixada em 8% (m/v). Os autores relataram que
nas temperaturas de 37 e 41 °C foram observadas quantidades despreziveis de glicose no
periodo de 24 — 168 h. Por outro lado; 1,4 g.L* de glicose foi quantificada a 45 °C ap6s 168 h
de SSF. Quando comparado com os resultados deste trabalho, somente a 40 °C, o perfil de
glicose foi similar ao obtido pela literatura, obtendo-se cerca de 1,5 g.L ! de glicose no final
do processo SSF (80h). Em relacdo a producdo de etanol, nas temperaturas de 37 e 41 °C,
aproximadamente 20 gL de etanol foram quantificados apds 72h de SSF, resultado similar
ao obtido neste estudo (19,86 + 0,32 g.L!) a 40 °C. A 45 °C, os autores reportam que a
concentracdo de etanol obtida foi de 23 g.L™ ap6s 72h de fermentacéo.

4.9 Producdo de etanol de K. marxinaus ATCC36907 por Fermentacdo e Hidrdlise
Simultaneas (SSF) a 40 °C utilizando celulases de Novozymes NS22074 e celulose de
CAB-OH

A Figura 4.18 apresenta os resultados da concentracdo de etanol e aclcares
(glicose, celobiose e xilose) durante o processo SSF de CAB-OH tilizando células de K.
marxianus a 40 °C e celulase do complexo NS 22074 a 30 FPU/Qceluiose. Observa-se na Figura
418, que a maior concentracio de etanol (37,35 * 0,64 g.L™') foi obtida em 80h de
fermentacdo, com produtividade correspondente de 0,46 g.Lt.h'. Identificou-se a presenca de
glicose somente apés 72h de fermentacdo (1,17 + 0,09 g.L!), enquanto que a presenca de
celobiose foi observada ap6s 48h de fermentacio com concentracdo inferior a 1,00 g.L™?,
ambas mantendo-se constante até o final do processo. A concentracdo de xilose aumentou

durante o processo, obtendo-se 2,90 + 0,09 g.L™ ap6s 80h.
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Figura 4.18 - Producdo de etanol de K. marxianus ATCC36907 por SSF de CAB-OH com celulase NS 22074 a
30 FPU/Qeelutose; 7,5% (m/v) de celulose de CAB-OH, a 40 °C e 150 rpm. Glicose (V), celobiose (m), Xilose (e) e
etanol (A).

Dentre os estudos com o complexo enzimatico NS 22074, destacam-se a producéao
de etanol de Pichia guilliermondii em hidrolisado enzimético de sabugo de milho (FAN et al.,
2013). A hidrolise enzimatica foi conduzida a 18% de soélidos e 15 FPU/g de substrato. Os
autores obtiveram 74,9 gL de glicose e ap6s fermentacdo em bateladas consecutivas
obtiveram maior concentracdo de etanol e eficiéncia de 37,7 gL e 92,2%, respectivamente
apos o quarto ciclo de fermentacdo da levedura.

Diante desses resultados, percebe-se que a producdo de etanol foi favorecida pela
utilizacdo de celulases de NS 22074 e pelo aumento da carga enzimética de 15 para 30
FPU/Qcelose €M relagdo a SSF utilizando Celluclast 1.5L (Figura 4.12). Houve aumento
expressivo na conversdo de glicose da celulose de CAB-OH em etanol de 0,34 (SSF com
Celluclast 1.5L) para 0,49 (SSF com NS 22074); e no rendimento de etanol de 66,30 para
95,59%.

A Figura 4.19 apresenta o fluxograma no qual consta o balangco de massa dos
resultados de producdo de etanol de bagaco de caju in natura dos processos SHF e SSF de K.
marxianus ATCC36907. Na utilizacdo de Celluclast 1.5L, verifica-se que a massa de etanol
obtida do processo SSF (2,23 g) foi pouco superior ao do processo SHF (2,15 g), sendo que a

SHF requereu duas etapas para a obtencdo do biocombustivel.
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CAB 100 g
Celulose 20,91
Hemicelulose 16,33
Lignina + Cinzas 36,88
Extraiveis 5,64

Pré-tratamento acido (H,SO,)
, 30% (m/v); 0,6 M, 121 °C, 15 min

Fragdo Liquida

Fragdo sélida \L

\ 4
Hidrolisado acido (g) CAB-H61,38¢g
Glicose 9,69 Celulose 15,57
Xilose 8,16 Hemicelulose 2,28
Arabinose 3,78 Lignina + Cinzas 34,80
Acido acético 0,91 Extraiveis 0,44
Acid formic 0,97
Pré-tratamento alcalino (NaOH)

7,5% (m/v); 1,0 M, 121 °C, 30 min

3,35 g etanol =
33,50 Kg/ton CAB

CAB-OH 9,34 g
Celulose 6,72
Hemicelulose 0,79
Lignina + Cinzas 1,61
Extraiveis 0,09
SHF v SSF
Hidrdlise enzimatica (11,51% celulose) 15 FPU/geetuoses Celluclast 1.5L 30 FPU/gceliuioses NS 22074
60 FPU/Bceluiose, 45 °C, 72h v 7,5% celulose, 40 °C, 80h 7.5% celulose, 40 °C, 80h
Hidrolisado enzimatico (g) 2,23 g etanol =
Celobiose 1,77 22,30 Kg/ton CAB
Glicose 5,00
Xilose 0,13

50 g.L'1 de glicose

40 °C, 8h

2,15 g etanol =
21,50 Kg/ton CAB

Figura 4.19 — Balango de massa da producdo de etanol de segunda geracdo de bagago de caju por processos

SHF e SSF utilizando células K. marxianus ATCC36907.
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Ao analisar a producdo de etanol do processo SSF com dois complexos
enzimaticos diferentes, a massa de etanol aumentou 2,23 g para 3,35 ¢g; um ganho percentual
de 50% pela variagdo do complexo enzimatico e aumento na atividade inicial de celulases NS
22074. Contudo, vale ressaltar que os processos SHF requerem maiores cargas de celulose
inicial para a reducdo dos efeitos de inibicdo dos produtos de sua hidrdlise (glicose e
celobiose), 0 que ndo é observado nos processo SSF, uma vez que a glicose proveniente da
hidrolise é simultaneamente convertida em etanol. Portanto esses resultados favorecem a

utilizacdo do processo SSF para producdo de etanol de segunda geracdo de bagaco de caju.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o hidrolisado enzimatico de
CAB-OH ¢ uma fonte alternativa de glicose para o crescimento e producdo de etanol de
diferentes linhagens de Saccharomyces, Kluyveromyces e Hanseniaspora sp. GPBio03.
Dentre as leveduras estudadas, K. marxianus ATCC36907 apresentou resultados promissores
em hidrolisado enzimatico para estudos de sua capacidade termotolerante em SHF e SSF.

De acordo com os resultados de SHF de K. marxianus ATCC36907 em
hidrolisado enzimdtico de CAB-OH, sugere-se a utilizagdo da temperatura de 40° C, pois
nessa condi¢éo obteve-se maior valor de Yesg, 0,43 Getanol/Qglicose. POr outro lado, no processo
SSF, 0 uso de Celluclast 1.5L indicou a necessidade de suplementacdo com celobiases ou
avaliacdo de outros complexos enzimaticos que reduzissem o acumulo de celobiose
observado. Nesse sentido, sugere-se 0 uso de celulases NS 22074, pois a utilizacdo deste
complexo nédo requer a suplementacdo com celobiases.

No estudo da influéncia temperatura de SSF de K. marxianus ATCC36907
utilizando celulose microcristalina, recomenda-se a utilizacdo de 40 °C, visto que nessa
temperatura maior concentracdo de etanol foi obtida com menor acimulo de glicose devido a
hidrolise.

Analisando o0 balanco de massa a producdo de etanol de K. marxianus
ATCC36907, é mais promissor a utilizacdo do processo SSF em relacdo ao processo SHF,
seja utilizando o complexo Celluclast 1.5L ou NS 22074. Entretanto, quando comparado o0s
resultados de SSF com os diferentes complexos de celulases, convém melhor a utilizagdo do
complexo NS 22074, para a reducdo da presenca de celobiose e aumento da taxa de hidrolise,
pois com esse complexo foi obtida maior razdo etanol por ton de bagago; 3,35 Kg etanol/ton
CAB in natura.

Contudo, outros aspectos/varidveis substanciais devem ser avaliados, destacando-
se a otimizagdo do pré-tratamento alcalino para aumentar a recuperacdo de celulose do

bagaco, bem como, estudar o comportamento do processo SSF em fermentadores de bancada.
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Figura A.1 — Espectro de FT-IR de bagaco de caju in natura (CAB) (3700-800 cm™).
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Figura A.2 — Espectro de FT-IR de bagaco de caju in natura (CAB) (1900-900 cm?).
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Figura A.3 — Espectro de FT-IR de bagaco de caju ap6s pré-tratamento acido (CAB-H) (3700-800 cm™).
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Figura A5 — Espectro de FT-IR de bagaco de caju apds pré-tratamento acido seguido de alcalino (CAB-OH)
(3700-800 cm™).
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