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RESUMO

Neste trabalho foi estudadaaproducéo de etanol por processos de Sacarificacdo e Fermentacéo
Simulténeas (SSF) usando o bagaco de caju pré-tratado com acido-alcali (CAB-OH) como
matéria-prima. Nos processos de SSF foi utilizada a levedura
KluyveromycesmarxianusATCC36907e o complexo enzimatico Celluclast 1.5L (30
FPU.geetuiose ). Os experimentos foram conduzidos em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL
de meio SSF (tampéo citrato de sodio 50 mMapH 4,8; suplementado com 1 g/L de extrato de
levedura e 1 g/L de sulfato de amonio, e a carga de CAB-OH desejada em %m/V), a
concentracdo inicial de células de 5 g/L, temperatura de 40°C e rotacdo de 150 rpm.
Primeiramente, um processo em batelada foi realizado para avaliar a necessidade de
suplementacdo com a enzima celobiase (NS50010-Novozymes) com atividade de 60
CBU/gcem.ose'l. O processo SSF conduzido com a suplementacdo decelobiaseobteveuma maior
producdo maxima de etanol (30 g/L) e maior eficiéncia (93%) em relacdo ao ndo-
suplementado, sendo os estudos posteriores conduzidos com as enzimas celulases e
celobiases. Em seguida, realizou-se o estudo da avaliacdo da carga de CAB-OH (7,5, 10, 15 e
20 %m/V), em processos sem pré-sacarificacdo (SSF) e compré-sacarificacdo(PSSF). A
maiorconcentracdo de etanol (58 g/L) ocorreu nos processos SSF com carga de 15%, sendo
esse também o de maior produtividade, e PSSF com carga de 20%, ndo apresentando
diferenca significativa na produgdo méxima de etanol entre os dois processos. No entanto,
osprocessos SSF e PSSFusando 10% CAB-OH apresentaram a maioreficiéncia (98%)e
rendimento global em etanol do estudo (40Qetwno/Kgcas).Posteriormente, foram realizadas
estratégias de alimentacdo, em conjunto com processos SSF, de forma a eliminar efeitos
inibitorios presentes em processos em batelada com elevadas cargas de sélidos. Foram
avaliadas estratégias de alimentacdo de substrato: duas com carga inicial de 10% e atingindo
20% (uma com duas alimentacdes e outra com quatro) e uma com carga inicial de 15% e final
de 25% (quatro alimenta¢des). Todos 0s processos, exceto os de carga de 7,5%, apresentaram
%Vetanol/Vsolucdo acima de 4% e os processos em batelada alimentada atingiram a maior
producdo de etanol do estudo(68g/L). Os processos com carga inicial de 10 % e final de 20 %
apresentaram uma maior eficiéncia (81 %), porém o0 processo que apresentou maior
produtividade foi com carga inicial de 15% e final de 25% (2,4 g/L.h), e também rendimento
global em etanol elevado (32 gewano/Kgcas), de forma que esse foi o processo com melhores
resultados do presente estudo. Com isso, 0 CAB-OH se mostrou um substrato promissor para
a producdo de etanol por processos SSF e PSSF, conduzidosem batelada e batelada
alimentada, utilizando elevadas cargas de sélidos.

Palavras chave: Batelada alimentada; Kluyveromyces marxianu;, pré-sacarificacao,



ABSTRACT

In this work was studied ethanol production from cashew apple bagasse after acid followed by
alkali pretreatment (CAB-OH) using theSimultaneous Saccharification and Fermentation
(SSF) processes. In SSF process was utilized the yeast Kluyveromycesmarxianus
ATCC36907and the enzymatic complex Celluclast1.5L (30 FPU.Gcenuiose ). The assays were
conducted in 250mL Erlenmeyer flasks with 100mL of culture medium (sodium citrate buffer
50mM pH 4.8, supplemented with yeast extract 1 g/L and ammonium sulfate 1 g/L and the
desired bagasse concentration in %wi/v), the initial cells concentration was 5 g/L, the
temperature was 40°C and 150rpm of rotation. First, a batch process was performed to
evaluate the enzymatic supplementation of culture medium with cellobiase (NS50010-
Novozymes) with an activity of 60 CBU.gceiuiose — The supplemented process with cellobiase
had the highest ethanol production (30 g/L) and ethanol efficiency (93%) than the non-
supplemented and the subsequent studies were performed with supplementation. After, was
realized the evaluation of CAB-OH load (7.5, 10, 15 e 20%w/V) in processes with (PSSF)
and without pre-saccharification (SSF). The highest ethanol production corresponded to SSF
processes with bagasse load of 15%, this being also the highest productivity, and PSSF with
bagasse concentration of 20% and these processes were statistic similar within the standard
deviation of the samples in relation to ethanol production. However, the SSF and PSSF
processes with 10% of dry matter had the highest efficiency (98%) and yield feedstock in
ethanol of study (320emano/Kgcas). After, feeding strategies with SSF processes have been
made to eliminate inhibitory effects in batch processes with high loadings of solids. There
were evaluated feeding strategies: two with initial CAB-OH load of 10% and 20% in the end
(a strategy with two feeds and one with four) and another with initial load of 15% and final of
25% (with four feeds). All processes, with the exception of 7.5% load, had %V ethanol Vsolution
above 4% and the fed batch processes reached a similar ethanol production (68 g/L), towering
in 17% the ethanol concentration compared to batch process with load of 20%. All processes,
with the exception of 7.5 % load, had %Vethanol/Vsolution above 4% and the fed batch
processes reached the highest ethanol production of study (68 g/L). The processes with initial
load of 10 % and final of 20 % reached a higher efficiency (81 %), but the process that
reached the highest productivity was the process with the initial load of 15 % and final of 25
% (2,4 g/L.h), and high ethanol global yield too (32 gethano/Kgcas), SO this process achieved
the best results of present study. Based on the results presented, CAB-OH showed a
promising substrate for ethanol production by SSF and PSSF processes, conducted by batch
and fed batch method, using high loadings of solids.

Keywords: Fed-batch; Kluyveromyces marxianus; pre-saccharification.
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Barros, E. M

1. INTRODUCAO

Atualmente, tecnologias em desenvolvimento de pesquisas em biocombustiveis,
como, por exemplo, o etanol, que sejam fontes de energia renovaveis e menos prejudiciais ao
meio ambiente, tem sido investigado. Diversos estudos mostram que, quando comparado com
a gasolina, o etanol brasileiro reduz as emissfes dos chamados gases de efeito estufa (GEE)
em cerca de 90%, e, em termos absolutos, a reducdo anual de emissdo de gases de efeito
estufa advinda do consumo de etanol e bioeletricidade podera crescer das atuais 46 milhdes de
toneladas de CO, anuais para 112 milhdes de toneladas no ano de 2020 (UNICA, 2015).

Brasil e Estados Unidos sdo os maiores produtores e exportadores mundiais de
etanol. De acordo com especulacdes de consultoria mercado, a producdo brasileira na safra
2015/2016 pode atingir recorde de 29,11 bilhdes de litros, volume 3,3% acima do produzido
no ciclo 2014/2015, mostrando a importancia da producdo dessa substancia na atualidade
(UDOP, 2015). O etanol é produzido industrialmente de fontes de aclcar ou amido, como
cana-de-acgucar, milho, beterraba e sorgo. Nos Estados Unidos, a maior parte da producédo de
etanol provém do milho, enquanto que no Brasil a producdo ocorre através da cana-de-
acucar’.

Aproducdo de etanol com base nos aglcares da cana ja é uma tecnologia madura,
e ndo hamuito espaco para grandes aumentos de rendimento, em particular na fase industrial
(BNDES,2008). Um fator que viria a baratear o preco do etanol e aumentaria a sua producéo
seria autilizacdo de diferentes matérias-primas e de baixo custo, pois, a mesma é responsavel
por 60 a70% do custo final do etanol (MACHADO, 2010).Como matéria-prima alternativa e
de baixocusto, pode-se citar o bagaco obtido do pedinculo do caju.A cultura do caju é de
fundamental importéncia para a economia do Nordeste brasileiro. Segundo dados do IBGE, a
estimativa nacional para a safra de castanha de caju, no ano de 2015, € de 237.135 toneladas
(TEIXEIRENSE, 2015), sendo o Ceara o maior produtor (SULDOPIAUI, 2015). A Cadeia
Produtiva da cajucultura estd presente hoje em 60 municipios zoneados e exerce um
importante papel socioecondémico no Estado. Destaca-se na producdo de alimentos e na

geracéo de empregos — 25 mil no campo e 16 mil na indUstria®.

! Disponivel no portal do novaCana: http://www.novacana.com/etanol/sobre-etanol/, acesso em maio de 2015
2 Disponivel no portal do SINDICAJU: http://sindicaju.org.br/perfil-do-setor/cadeia-produtiva/. Acesso em
junho de 2015
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Mesmo o suco integral sendo o principal produto, com producdo da ordem de 70
mil toneladas/ano, seu aproveitamento global por processos de agroindustrializagéo beneficia
somente de 10 a 20% da producéo anual do peddnculo de caju no Nordeste brasileiro. Apesar
da importancia socioeconémica, a cultura do caju apresenta um baixo nivel de aproveitamento
do pedunculo, com o desperdicio de 80 a 90% da sua produco®.

Os processos industriais para obtencdo de pedunculo resultam na producédo de 10-
15% m/m de bagaco, o que essencialmente ndo tem valor comercial e € geralmente descartado
pela industria local (CORREIA et al., 2015). Esses fatores agregam potencial para a utiliza¢éo
do bagaco de caju como matéria-prima alternativa e de baixo custo (<R$ 0,25/Kg) para a
producdo de etanol de segunda geracdo (RODRIGUES, 2014).

Vaérios estudos tém sido realizados com a utilizacdo do peddnculo do caju para a
producdo de etanol, seja a partir do suco de caju (PINHEIRO et al., 2008, 2012; PINHEIRO,
2011; BARROS, 2013), ou a partir do bagaco do caju (ROCHA et al, 2011; CORREIA, 2013;
RODRIGUES, 2014; BARROS et al, 2014).

A tecnologia de conversdo de biomassa lignocelulésica em carboidratos para

posterior producdo de etanol vem sendo considerada como uma das alternativas mais
promissoras em substituicdo aos combustiveis convencionais derivados do petréleo
(HASUNUMA; KONDO, 2012; ZHANG et al, 2013;).
Para a producédo do biocombustivel a partir desses materiais, em geral, 0 processo baseia-se na
etapa inicial de pré-tratamento. Esse age desestruturando a matriz lignocelulésica, reduzindo
aquantidade de lignina e hemicelulose e modificando a cristalinidade da celulose deixando-a
mais susceptivel ao ataque enzimatico (GUILHERME, 2014). Vérias tecnologias de pré-
tratamento dos materiais lignocelulosicos tém sido estudadas, como o pre-tratamento acido
seguido de alcali (ZHANG et al, 2010; ROCHA, 2010; RODRIGUES, 2014).

Em seguida, ¢ realizada uma hidrolise enzimatica (ou sacarificacdo) do material
pré-tratado para que 0s monossacarideos provenientes da celulose sejam convertidos em
etanol por micro-organismos etanologénicos (LIN et al., 2013).

Esses processos podem ser conduzidos em sequéncia, conhecido por
Sacarificacdo e Fermentagdo Separadas (SHF) ou em uma Unica etapa, Sacarificacdo e

Fermentacdo Simultaneas (SSF), sendo que esses ultimos podem ser conduzidos com uma

*Disponivel no portal da Embrapa: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br, acesso em maio de 2015. Autor:

Raimundo Marcelino da Silva Neto.
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etapa inicial de pré-sacarificacdo da biomassa (PSSF). O objetivo da pré-sacarificacdo é
hidrolisar parcialmente a celulose em agucares monoméricos e oligoméricos antes da adi¢do
de levedura, o que aumentaria a taxa de producdo de etanol durante a parte inicial da SSF
(OGREN et al, 2007; HOYER et al, 2013).

Além disso, o estudo deestratégias de alimentacdo gradual de substrato, em
conjunto com processos de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), com o objetivo de
aumentar a concentracdo de etanol no caldo fermentado e, ao mesmo tempo, eliminar
problemas relacionados a inibicdo da atividade enzimatica e/ou fermentativa, devido a
elevadas concentracdes de substrato, produto e inibidores nos processos em batelada tém sido
reportados na literatura (PAULOVA et al, 2014; PESSANI et al, 2011; YANG et al, 2010;
ZHANG et al, 2010; LIU et al, 2010; RUDOLF et al, 2005).

Contudo, no processo simultaneo, a temperatura 6tima 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).Nesse
sentido, Kluyveromycesmarxianus, devido a sua capacidade termotolerante, é a levedura mais
indicada para a producdo de etanol de segunda geracdo, especialmente por SSF
(BALLESTEROS et al, 2004; FONSECA et al, 2008; CUNHA et al, 2013). Diversos
trabalhos ja tém explorado o potencial de cepas de Kluyveromycesmarxianuspara a producdo
de etanola partir do bagaco de caju (RODRIGUES, 2014; CORREIA, 2013).

Dessa forma, no presente trabalho, foram realizados processos de sacarificagcdo e
fermentacdo simultaneas (SSF) do bagaco de caju pré-tratado com acido-alcali, utilizando
KluyveromycesmarxianusATCC36907, uma levedura termotolerante. As etapas do estudo e

seus objetivos foram:

e Determinar a necessidade de suplementacdo do processo SSF com complexo
rico em celobiase.
e Determinar a carga de bagaco no processo SSF, com e sem pré-sacarificagéo.

e Recomendarestratégias de alimentag¢do, em conjunto com os processos SSF.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol e os cenarios de sua producao e consumo no Brasil

Etanol, ou é&lcool etilico (C,HsOH), ¢ uma substancia organica transparente
caracterizada pelo forte odor e é produzido pela fermentacdo de acUcares, hidratacdo do
etileno ou reducédo do acetaldeido (SANTOS, 2002).Em sua forma pura (alcool anidro), ele é
muito utilizado na inddstria, sendo matéria-prima na producdo de tintas, solventes, aerossais,
etc. Além disso, ele é utilizado como combustivel misturado a gasolina, em proporcao
obrigatdria no Brasil de 27% (MATOSO, 2015). J& o etanol hidratado (etanol com cerca de
5% de agua), é utilizado na producdo de bebidas, alimentos, cosméticos, aromatizantes,
produtos de limpeza, remédios, vacinas e como combustivel de veiculos, sendo essa Gltima a
maior aplicaco desseproduto®.

Um fato que marcou o impulso da producdo de &lcool etilico no Brasil foi a
implantacdo do Programa Nacional do Alcool (Pré-Alcool), que foi criado no governo de
Ernesto Geisel, em 14 de novembro de 1975 pelo Decreto n° 76.593, com o objetivo de
estimular a producdo do alcool, visando o atendimento das necessidades do mercado interno e
externo e da politica de combustiveis automotivo (TEIXEIRA, 2005).De 1975 a 2000, foram
produzidos cerca de 5,6 milhGes de veiculos a alcool hidratado. Acrescido a isso, o0 Programa
substituiu por uma fracdo de alcool anidro (entre 1,1% a 25%) um volume de gasolina pura
consumida por uma frota superior a 10 milhdes de veiculos a gasolina, evitando, assim, nesse
periodo, emissdes de gas carbonico da ordem de 110 milhdes de toneladas de carbono
(contido no CO,), a importacdo de aproximadamente 550 milhdes de barris de petroleo e,
ainda, proporcionando uma economia de divisas da ordem de 11,5 bilhdes de
ddlares.(BIODIESELBR, 2006).

Finalmente, chegada a fase atual, o Brasil vive uma nova expanséo dos canaviais
com o objetivo de oferecer, em grande escala, o combustivel alternativo, sendo que a nova
escalada ndo é um movimento comandado pelo governo, como a ocorrida no final da década
de 70, com o Pré-alcool. A corrida para ampliar unidades e construir novas usinas é movida
por decisdes da iniciativa privada, convicta de que o alcool tera, a partir de agora, um papel

cada vez mais importante como combustivel, no Brasil e no mundo (LAMONATO, 2014).

4Disponl’vel no portal do novaCana: http://www.novacana.com/etanol/aplicacoes/, acesso em maio de 2015
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No estado do Ceard, usinas produtoras de etanol estdo voltando a ativa, devidoa
iniciativa privada, sendo essas usinas localizadas nos municipios de Barbalha e Ibiapaba
(Figura 1). A meta é produzir cerca de 6 milhdes de litros de etanol por ano e aumentar o
consumo do biocombustivel no Ceara, reduzindo o preco nos postos, além de gerar cerca de 3
mil empregos diretos e indiretos (SANTOS, 2015). Na plantagdo da cana-de-aglcar seréo
utilizadas mudas geneticamente modificadas, com o objetivo de maximizar a producdo
(SANTOS, 2014).

Figura 1. Usinas produtoras de etanol no estado do Ceara: Cariri 1, localizada no municipio
de Ubajara, (A) e Cariri I, localizada no municipio de Barbalha (B).

A producdo de etanol de segunda geracdo (2G), através da biomassa
lignocelul6sica presente nos residuos de cana-de-agUcar, esta deixando a fase experimental e
entrando em escala industrial de produgdo no Brasil (RODRIGUES, 2014). A inovagdo tem
como impacto imediato ampliar o leque de matérias-primas empregadas na producdo do
alcool. As estimativas apontam que o 2G ampliara em pelo menos 20% a producédo de etanol
na industria, sem a necessidade de expansdo da area plantada (RYDLEWSKI, 2015). Outra
expectativa € aumentar em 50% a producdo de etanol apenas com o uso da palha e do bagaco

da cana, sem a necessidade de ampliacdo de canaviais (FREITAS, 2014)

A corrida pela producdo de etanol lignoceluldsico no Brasil ocorre com a
implantacdo de duas usinas produtoras. A primeirafoi construida em Alagoas e recebeu o
nome de Bioflex (VIEIRA, 2014).Outra usina foi implantada pela empresa Raizen e tem sua
instalacdo em Piracicaba, no interior de SP°. Ambas se encontram na ativa e juntastém

capacidade de producdo de 124 milhdes de litros de etanol por ano, volume que sera

% Disponivel no portal do Jornal da Cana: http://www.jornalcana.com.br/raizen-dara-inicio-producao-de-etanol-

celulosico-neste-mes/ acesso em junho de 2015
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alcancado somente em 2016, e representa pouco menos de 0,5% da produgéo total do Brasil.
Dessa forma a producéo de etanol 2G no Brasil ainda esta em iniciacdo, sendo grandes as
expectativas a médio prazo, com um crescimento da demanda do produto (RYDLEWSKI,
2015).

2.2. Agroindustria do caju

Originario da América Tropical, o cajueiro pertence a familia Anacardiaceae, que
inclui arvores e arbustos tropicais e subtropicais, encontrando-se disperso numa extensa faixa
compreendida entre os paralelos de 27° N, no sudeste da Florida, e 28° S, na Africa do Sul
(OLIVEIRA, 2008), sendo o caju (Figura 2)composto da castanha (fruto) e do pedunculo
(pseudofruto).

.

Vi ARy
Figura 2. Caju (Anacardiumoccidentale L.)

O caju é cultivado atualmente em 27 paises, sendo o Brasil o quarto principal
produtor mundial atras de India, Costa do Marfim e Vietnam®. Segundo dados do IBGE, a
estimativa nacional para a safra de castanha de caju, no ano de 2015, é de 237.135 toneladas
(TEIXEIRENSE, 2015), sendo que a producdo se concentra na regido nordeste (94%), com o
Ceara como maior produtor com uma estimativa de producdo de 165.238 toneladas de
castanha numa area de 407.660 hectares (LIMA, 2013).

A cajucultura cumpre uma importante funcdo na economia rural nordestina: a de
complementar a rendado agricultor com um fluxo monetario na fase do ano na qual
praticamente ndo existe outra producdo. Geralmente, a castanha de caju representa a Unica

fonte de recursos monetarios dos agricultores de baixa renda, que destinam o restante da

® Dados da FAO Statistic (2013): Organizacéo das Nagdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura
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lavoura temporéria (arroz, feijdo, mandioca, etc.) para o consumo, vendendo somente a
castanha de caju. Trata-se, portanto, de uma cultura também adaptada as condicdes
socioeconémicas da agricultura familiar (GUANZIROLLLI, 2008).

Além disso, grande parte do pedunculo do caju é perdida na colheita acumulando-
se no solo, com aproveitamento industrial de apenas 15% do total. O pedlnculo é
industrialmente processado para a producdo do suco, sendo que 40% m/m de bagaco sé&o
geralmente rejeitados pela industria local (CORREIA, 2013).

Esses fatores tornam o pedunculo e bagaco do caju substratos ricos em nutrientes
e de baixo custo (menos de R$ 0,25/Kg) para diversas aplicacBes potenciais como, por
exemplo, a producdo de biosurfactantes (OLIVEIRA et al, 2010), enzimas (RODRIGUES et
al, 2008), biogas (LEITAO et al, 2011) e de etanol (ROCHA et al, 2011; PACHECOet al,
2010), uma fonte limpa e renovavel de energia.

De acordo com MATIASet al. (2005), o bagaco de caju (Figura 3) desidratado é
constituido de acgucares totais (16,86 mg/100g) dos quais 13,32 mg/100g sdo acgucares
redutores, proteinas (3,25%), fibras (41,53%) e lipidios (1,3%), 0 que o torna uma matéria-
prima em potencial para diversas aplicagdes como a extracdo de carotendides e flavonoides
(BARBOSA, 2010), producdo de hambdrguer de caju (LIMA, 2007) e producao de etanol
(PINHEIRO et al., 2008; ROCHA et al., 2009; 2011; RODRIGUES et al., 2010)

Figura 3. Bagaco de caju in natura
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2.3.Producao de etanol por biomassa lignocelulésica

O processo de producédo de etanol a partir do bagaco demanda a transformacao da
celulose e hemiceluloses em seus mondmeros (glicose e xilose) e subsequente conversdo dos
mesmos pelos micro-organismos em bioetanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se
muito protegida pela matriz lignocelulésica, de modo que a celulose torna-se muito
recalcitrante & acdo hidrolitica, resultando em processos lentos de converséo da celulose em
glicose. Portanto, torna-se necessario realizar um pré-tratamento do bagaco de modo a
incrementar a exposicdo das fibras de celulose, tornando-a mais acessivel aos agentes
hidroliticos (enzimas ou acidos).

Apos o pré-tratamento, ocorre a sacarificacdo enzimatica da biomassa vegetal, de
forma a disponibilizar os aglcares fermentesciveis para, em sequiéncia, ocorrer a fermentacao
dos acucares liberados por micro-organismos especializados. Estas etapas podem ocorrer
separadamente, através do processo de Sacarificacdo e Fermentacdo Separadas (SHF), ou
simultaneamente, Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF). Apo0s isso,é realizado o
processo de recuperagdo do etanol (processo de destilacio) (HAHN-HAGERDAL et al.
2006).

A lignina que é recuperada da matéria-prima pode ser utilizada no processo como
fonte de energia. Atualmente, uma grande variedade de produtos quimicos pode ser produzida
de uma forma sustentavel a partir das estruturas aromaticas da lignina (VANDERGUEM et
al., 2011; SILVA et al., 2013).

Como diferentes materiais lignoceluldsicos tém diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, € necessario desenvolver e adotar tecnologias de pré-tratamento Gteis baseadas nas
propriedades da biomassa lignocelulésica de acordo com cada matéria-prima. Além disso, a
escolha de determinado pré-tratamento tem um grande impacto nos passos subsequentes na
conversao, como um todo, em termos de digestibilidade da celulose, geragdo de compostos
toxicos, potencialmente inibidores para as leveduras, energia necessaria nos processos de
downstream e no tratamento de agua (GALBE e ZACCHI, 2007).
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2.3.1.Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica € o recurso organico renovavel mais abundante do
planeta e possui imenso potencial de uso como matéria-prima em processos industriais para a
producdo de alimentos, biocombustiveis, e bens de consumo diversos. Esta biomassa inclui
materiais oriundos das atividades de exploracdo (ROCHAet al, 2009).

Em geral, os materiais lignoceluldsicos sdo constituidos de celulose, hemicelulose
e lignina, que se encontram associados em uma estrutura complexa definindo a estrutura da
maioria dos vegetais. Proteinas, gorduras e cinzas fazem parte de uma fracdo do
lignocelulésico. A organizacdo e interacBes entre esses componentes contribuem para a
formacdo de uma barreira natural que reduz o acesso de enzimas hidroliticas a cadeia de
celulose desses materiais (KESHWANI, 2009).

2.3.1.1. Celulose

A celulose é o material organico mais abundante na terra e o principal
componente da parede celular da fibra vegetal. E um homopolissacarideo linear constituido
por moléculas de glicose unidas por ligagdes [-1,4-glicosidica (Figura 2), com grau de
polimerizacdo que varia de 1000 até 50000 unidades, dependendo da origem da planta
(KESHWANI, 2009). Esta unidade B-1,4-glicosidica repetitiva, conhecida como celobiose,
contém seis grupos hidroxila que estabelecem interacGes do tipo ligacbes de hidrogénio intra e
intermolecular. Devido a essas ligacbes de hidrogénio ha uma forte tendéncia de a celulose
formar cristais que a tornam completamente insolivel em &gua e na maioria dos solventes
organicos (SILVA et al, 2009).

H H H OH
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Figura 4. Estrutura da Celulose
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2.3.1.2. Hemicelulose
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A hemicelulose, 0 segundo mais abundante polissacarideo da natureza, é um
heteropolimero curto formado por pentoses (xilose e arabinose), hexoses (galactose, glicose e
manose) e acidos (acético, glicurbnico e galacturdnico). Trata-se se de um material mais
facilmente hidrolisado, em comparacao a celulose, devido sua estrutura amorfa e ramificada
(LEE et al, 2007).Enquanto a estrutura da celulose é constante, a hemicelulose pode variar,
além da composicdo, sua organizacdo estrutural. Como resultado da interagdo entre os
diferentes acgUcares, a hemicelulose apresenta baixa cristalinidade em relacdo a celulose,
sendo mais facilmente hidrolisada (SAHA, 2003).

2.3.1.3. Lignina

A lignina é um material hidrofébico com estrutura tridimensional bastante
complexa, altamente ramificada, podendo ser classificada como um polifenol, o qual é
constituido por um arranjo irregular de varias unidades de fenil propano que podem conter
grupos hidroxila e metoxila como substituintes do grupo fenil, que conferem uma elevada
polaridade para a macromolécula de lignina (SILVA et al, 2009).Esse arranjo irregular
constitui o principal obstaculo a ruptura da cadeia de lignina (GOSSELINK et al., 2004;
KESHWANI, 2009). Junto com a cadeia de hemicelulose e pectina, a lignina preenche os
espacos entre as fibrilas de celulose, atuando assim como um material de ligacdo entre
componentes da parede celular, sendo responsavel pela rigidez e baixa reatividade dos
materiais lignoceluldsicos (D’ALMEIDA, 1988). Dessa forma, a lignina é 0 constituinte dos
lignocelulosicos que negativamente influencia a hidrdlise enzimatica da celulose. Contudo
diferentes aplicacbes da lignina estdo em investigacdo para obtencdo de produtos com
potencial de mercado (ALVIRAet al., 2010).

2.3.2.Pré-tratamento da biomassa lignocelulosica

De acordo com GALBE e ZACCHI (2007), para um pré-tratamento ser
considerado efetivo, deve apresentar algumas caracteristicas como: resultar em alta extracdo
de acUcares; permitir alta digestibilidade da celulose, no caso de subsequente hidrélise
enzimatica; produzir quantidades insignificantes de produtos de degradacdo derivados dos
acucares ou da lignina, que serdo tdxicos aos micro-organismos; ter uma baixa demanda

energética ou ser realizado em uma via que possibilite o reuso da energia em outras etapas
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do processo como calor secundario; ter um baixo custo de capital e operacional. Varios
métodos de pré-tratamento de biomassas vegetais lignocelulésicas tém sido sugeridos ao
longo das duas ultimas décadas. Cada categoria de pré-tratamento apresenta particularidades
para a aplicacdo em larga escala. Os fisicos, embora simples, apresentam elevado custo
energético. Os pré-tratamentos fisico-quimicos sdo eficientes, mas a producgdo de inibidores
nesse processo é elevada. O que também ocorre com o0s pré-tratamentos quimicos. Os
bioldgicos sdo desinteressantes para aplicacdo comercial devido ao elevado tempo de
processo (ALVIRA et al., 2010).

2.3.2.1. Pré-tratamento acido-alcali

O principal objetivo do pré-tratamento acido é a solubilizacdo da fracdo
hemicelulésica da biomassa com a finalidade de tornar a celulose mais acessivel a hidrolise
enzimatica, sendo utilizado &cido concentrado ou diluido(ALVIRA et al., 2010).

A utilizacdo de &cido concentrado possuiu a vantagem de ndo utilizacdo de
enzimas para sacarificacdo, mas possui as desvantagens de apresentar um elevado consumo de
energia, corrosao dos equipamentos, e maior tempo de reacdo, bem como a obrigacdo de
recuperacdo do acido ap6s o tratamento que, tende a limitar a sua aplicabilidade (GALBE e
ZACCHI, 2002; SUN e CHENG, 2002). Com isso, o uso de é&cido diluido pode ser
considerado o método mais apropriado para o uso industrial por ser aplicavel a uma grande
variedade de lignocelulésicos(ALVIRA et al., 2010).

Durante o pre-tratamento com &cido diluido, as fracbes de celulose e lignina
podem permanecer quase inalteradas na fase sélida. Dependendo das condi¢fes operacionais,
na fase liquida dos hidrolisados serdo constituidos por monossacarideos (xilose, glicose e
arabinose), produtos de decomposicdo das hemiceluloses (formacdo de acido acético a partir
da hidrolise de grupos acetil) e/ou o produtos de decomposicdo dos monossacarideos (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).

Com isso, opré-tratamento com &cido diluido tem-se mostrado como eficiente
para solubilizar e hidrolisar a hemicelulose em aglcares mondmeros e oligdmeros soluveis,
removendo-os das fibras de celulose (LUet al, 2007), sendo o &cido mais utilizado o &cido
sulfarico (H,SO,) devido ao baixo custo e eficiéncia em torno de 90% de solubilizacéo da
hemicelulose (WYMAN et al, 2005).
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Em relagdo ao pré-tratamento A&lcali, um dos principais efeitos nos
materiaislignoceluldsicos consiste na ruptura das ligacdes 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, 0 uso
do é&lcali em solucdo geralmente promove uma expansdo da parede celular do material
aumentando a area superficial da matriz do lignocelul6sico. Esses efeitos favorecem a acéo
das enzimas na etapa de hidrolise enziméatica (HAQUEket al., 2013).

A presenca da lignina restringe o acesso da enzima celulase a celulose, impedindo
a sacarificacdo (MUSSATOet al, 2008). Na literatura, muitos s&o os trabalhos sobre a
influéncia do pré-tratamento alcalino na solubilizacdo da lignina, considerada uma etapa
fundamental no pré-tratamento de lignoceluldsicos (RUZENE et al., 2008; MCINTOSH,;
VANCOV, 2010; L1 et al., 2012).

O pré-tratamento alcalino é capaz de aumentar a hidrolise enzimatica da celulose,
pois as bases séo eficientes na solubilizacdo da lignina, mantendo as cadeias de celulose e
hemicelulose quase intactas quando comparado aos pré-tratamentos com acidos ou
hidrotérmicos (CARVALHEIROet al., 2008).

A utilizacdo do hidroxido de sédio (NaOH) provoca intumescimento no material
com o aumento da a superficie da celulose, reduzindo seu grau de polimerizacdo e
cristalinidade, favorecendo a ruptura da estrutura da lignina. Esse é capaz de aumentar a
digestibilidade de alguns materiais lignoceluldsicos de 14% a 55%, reduzindo o percentual de
lignina de 24-55% para 20% (TAHERZADEH e KARIMI, 2008; KUMAR e WYMAN,
2009; ALVIRA et al., 2010).

Outra importante funcao dos alcalis apds o pré-tratamento dos lignocelulésicos é a
possibilidade de remocéo de inibidores formados em decorréncia da degradagdo dos agucares.
Estes subprodutos incluem é&cidos alifaticos, furaldeidos e compostos fenolicos (furfural e
hidroximetilfurfural) que estdo contidos do hidrolisado que posteriormente inibiriam o
crescimento microbiano e a formacdo de etanol durante a fermentacdo (PERSSONet al.,
2002).

Os pré-tratamentos acido (com H,SQO, diluido), seguido de alcali (com NaOH),
tém sido utilizados em sequéncia em estudos reportados na literatura no tratamento do bagaco
do pedunculo do caju (ROCHA et al, 2009; BARROS et al, 2014), de cana-de-agucar
(GUILHERME, 2014),de residuos de espiga do milho (ZHANG et al, 2010), de palha do
milho (LEE et al, 2015b), de residuos de banana (GABHANE et al, 2014), e de residuos do
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fruto da palmeira (KIM et al, 2012) de forma a utilizar as funcionalidades de cada tecnologia
para permitir a melhor solubilizagdo da hemicelulose, deslignificagdo e concentragdo da
celulose, além dadescristalinizacdo da biomassa.

ROCHA (2010), estudando pré-tratamento para a producao de etanol a partir do
bagaco do pedinculo do caju,avaliou as condi¢Ges operacionais dopré-tratamento acido
(H2SO4), e a necessidade do pré-tratamento alcalino (NaOH 4%m/V por 30 minutos)
realizado em sequéncia, ambos os prée-tratamentos foram conduzidos a 121 °C. Foi concluido
que o pré-tratamento acido deveria ser realizado com concentracdo de H,SO4 de 0,6 M, com
carga de solidos de 30 %m/V e tempo de 15 minutos. A utilizagdo do pré-tratamento alcalino,
em conjunto com o &cido, conduziu a um maior rendimento em etanol em relagdo a
quantidade total de bagaco pré-tratado (0,120etanol/Obagaco), d0 que quando o bagaco foi pré-
tratado somente com acido (0,6 Jetanol/Jbagaco), de forma que o bagaco pré-tratado com acido,
seguido de alcali € uma alternativa promissora pra producéo de etanol de segunda geracao.

RODRIGUES (2014) realizou pré-tratamento do bagago do peddnculo do caju
com é&cido (H,SO4 com concentracdo de 0,6 M), seguido de alcali (NaOH com concentracdo
de 1M), em temperatura de 121 °C para ambos 0s processos. Com o pré-tratamento acido foi
obtida uma solubilizagéo de parte da hemicelulose presente do bagago in naturapela redugéo
do seu percentual de 16,33% para 3,72% no bagaco pré-tratado, resultando no acumulo de
celulose de 25,37% e de 56,70% de lignina. J& o pré-tratamento alcalino proporcionou um
aumento na porcentagem de celulose de 20,91% para 71,93%, correspondendo a um
enriquecimento de celulose de 244%. Dessa forma, o pré-tratamento acido-alcali tem se
mostrado eficiente para a solubilizacdo da hemicelulose e deslignificacdo do bagaco do
pedunculo do caju.

2.3.2.2. Hidrolise enzimética dos materiais lignocelulésicos

Apbs a etapa de pré-tratamento, é necessaria uma etapa de hidrélise (ou
sacarificacdo) da celulose para a disponibilizacdo de agucares fermentesciveis como glicose e
xilose (CORREIA, 2013).

A hidrolise enzimética, realizada através de enzimas celuloliticas ou celulases, €

um processo muito estudado por apresentar especificidade de reagédo, auséncia de reacOes
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secundarias (prejudiciais ao rendimento), e reacdo em condi¢cBes que ndo requerem altas
pressdes e temperaturas ou ambientes corrosivos para os equipamentos (BASTOS, 2007).

Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre
materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas séo biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de aclcares fermentesciveis para a
producdo de etanol (HENRISSAT, 1991).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacdes O-
glicosidicas, e a sua classificacdo estd de acordo com seu local de atuacdo no substrato
celulésico, dividindo-as em trés grandes grupos: endoglucanases (EnG), que clivam ligacdes
internas da fibra celulésica; exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose; e
B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos soliveis como a celobiose, em glicose
(LYND et al, 2002).

A endoglucanase (EnG)é a enzima do complexo celulolitico responsavel por
iniciar a hidrolise, a qual atua hidrolisando randomicamente as regies internas da estrutura
amorfa da fibra celul6sica, liberando diversos oligossacarideos de diversos graus de
polimerizacdo e, conseqientemente, novos terminais, sendo um redutor (quando a glicose
possui uma hidroxila heterosidica livre) e um nédo redutor (quando a hidroxila heterosidica da
molécula da extremidade participa de ligacdo com a glicose adjacente) (KLEMAN-LEYER,
1996).

O grupo das exoglucanases (ExG) é constituido por celobiohidrolases (CBH) e
glucano-hidrolases (GH). A GH (1,4-pB-D-glucana-glucano-hidrolase), apesar de pouco
reportada, possui estratégia de elevada importancia, pois é capaz de liberar glicose
diretamente do polimero. A CBH (1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase) participa da hidrdlise
priméaria da fibra e é responsavel pela amorfogénese, que apesar de ser um fenbmeno ainda
ndo completamente elucidado, sabe-se que envolve uma ruptura fisica do bagaco, causando
uma desestratificacdo das fibras, através do aumento de regiOes intersticiais. Esta
amorfogénese promove um aumento na taxa de hidrolise da celulose, por tornar o substrato
mais exposto a acdo das celulases, ja que ocorre uma amorfizacéo das regibes cristalinas do
polimero (ZHANG et al, 2004). A CBH pode ser dividida em dois tipos CBH-I (hidrolisa
terminais redutores) e CBH-II (hidrolisa terminais ndo-redutores), sendo que ambas podem
sofrer inibicdo pelo seu produto de hidrolise: a celobiose (AWAFO, 1997).

O terceiro grupo inclui a enzima [-glicosidase (BG). Essa enzima tem a

propriedade de hidrolisar a celobiose e oligossacarideos soltveisem glicose (LYND et al,
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2002).A deficiéncia ou auséncia desse terceiro grupo de enzimas pode causar uma inibicdo da
das enzimas CBH, prejudicando a acdo sinérgica das enzimas do complexo e o rendimento da
hidrolise enzimatica (AWAFO, 1997). Isso ocorre porque as enzimas celuloliticas, quando
atuam conjuntamente, possuem um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos
individuais, sendo esse efeito conhecido como sinergia (BHAT et al, 1997).

Atualmente, a biomassa lignoceluldsica, de diversas fontes, tem sido hidrolisada
para a producdo de etanol de segunda geracao como: bagaco do pedunculo do caju (ROCHA,
2010; CORREIA, 2013; RODRIGUES, 2014), bagaco da cana-de-acucar (CARVALHOEet al,
2013; GUILHERME, 2014), palha de arroz (OBEROI et al, 2012; CUNHA etal, 2014),
madeira de coniferas do género Picea (HOYER et al, 2013), residuos de milho (LIU et al,
2010), palha de trigo (PAULOVA et al, 2014) e grama de Panicumvirgatum (PESSANI et al,
2011).

2.3.2.3. Fermentacao alcoodlica

A fermentacdoé o termo geral para a degradacdo anaerébia da glicose (glicélise)
ou de outro nutriente organico para obter energia quimica, armazenada na forma de ATP,
sendo, provavelmente, o mecanismo biolégico mais antigo para a obtencdo de energia de
moléculas organicas (LEHNINGER et al, 2013).

A glicdlise corresponde a um processo que ocorre em 10 etapas, catalisadas por
enzimas, no qual, a partir de uma molécula de glicose (seis carbonos), ocorre a producéo de
duas moléculas de piruvato, ou &cido piravico (trés carbonos). Nessa reacdo (Equacéo 1), para
cada molécula de glicose gasta sdo produzidas duas de ATP, a partir de ADP e P; (grupo
fosfato), sendo esse o rendimento liquido da reacdo, a qual € irreversivel, de acordo com a
energia livre de Gibbs liquida negativa (LEHNINGER et al, 2013).

C¢Hq;04 + 2NADT 4+ 2ADP + 2P, - 2C3H305 + 2NADH + 2H™ + 2ATP + 2H,0 (1)
AG = -85 KJ/mol

Em condices anaerdbias a molécula de piruvatoé descarboxilada pela enzima
piruvato descarboxilase para geraracetaldeido e gas carbonico. O aldeido, em seguida, é

reduzido em uma reacdo catalisada pela enzima alcool desidrogenase para produzir etanol
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(CoHsOH) (Figura 5). Esse processo ocorre em micro-organismos como leveduras e
bactérias,e é conhecido como fermentacédo alcodlica (BERG et al, 2012).
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Figura 5. Transformacéo bioguimica do piruvato a etanol.

Com isso,é obtida a equacdo global da fermentacdo alcodlica:
C¢Hy206 + 2ADP + 2P, 4+ 2H* — 2C,HsOH + 2C0O, + 2ATP + 2H,0 (2)

E possivel notar que ndo ha NAD" nem NADH na Equacdo 2, isso ocorre porque
a mesma € a equacdo global do processo de conversdo de glicose em etanol, e nessa ataxa de
oxidagdo-reducdo liquida é igual a zero (BERG et al, 2012). O rendimento tedrico da
conversdo de glicose em etanol é de 0,511 QGetanol/9giicose (PINHEIRO, 2011). Na prética, este
valor ndo é observado devido a utilizagdo de parte dos carboidratos fermentaveis para a
producdo de glicerol, alcoois superiores, acidos, entre outras substancias necessarias para a
sintese de material celular e manuteng&o fisiologica da levedura (GUILHERME, 2014)

A glicose, oriunda da hidrélise da celulose, a qual € uma hexose (carboidrato com
seis 4tomos de carbono)é o aglcar mais comum utilizado por micro-organismos como
combustivel para a producdo de etanol (BERG et al, 2012), no entanto o metabolismo de
certos micro-organismos também permite a assimilacdo de pentoses (carboidratos com cinco
atomos de carbono), como xilose e arabinose, oriundos da hidrolise da hemicelulose, para a
producdo de etanol (OLSSON, 1996; CORREIA, 2013), sendo a xilose o segundo agUcar
fermentavel mais presente em hidrolisados (MATSUSHIKA et al, 2009).
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O mecanismo de fermentacdo da xilose para a producdo de etanol foi descrito por
MATSUSHIKA et al (2009), onde os autores descreveram mecanismos diferentes para
bactérias e fungos. Em ambos 0os mecanismos a D-xilose é transformada em D-xilulose, sendo
que para fungos a D-xilose € inicialmente reduzida a xilitol pela acdo da xilose-redutase, e 0
xilitol é oxidado a D-xilulose com o auxilio da enzima xilitol desidrogenase, j& em bactérias o
D-xilitol é diretamente transformado em D-xilulose através da enzima xilose isomerase. O
restante de ambos os mecanismos sdo similares: D-xilulose é fosforilada pela enzima
xilulokinase a D-xilulose-5-fosfato, o0 qual € metabolizado na via das pentoses-fostato néo-
oxidativa (PPP’), para ser introduzido na glicdlise e, em seguida, para a producdo de etanol
(MATSUSHIKA et al, 2008).

De acordo com KOTTER et al (1993), a equacédo que descreve o balan¢o de massa

da fermentacdo anaerobia da xilose €:

6CsH;005 - 10C,HsOH + 10C0, (3)

Dessa forma o rendimento tedrico em etanol é de 0,51 Qetanol/Oxitose,» Similar ao

rendimento tedrico quando o substrato utilizado € a glicose.

2.3.2.4. Micro-organismos produtores de etanol

As leveduras sd@o 0s micro-organismos mais importantes na obtencdo do alcool
por via fermentativa. Trata-se de um organismo vivo, com multiplas habilidades metabdlicas,
podendo alterar a estequiometria da fermentacdo em resposta a alteracbes no meio, com
grande impacto no rendimento do processo (BARROS, 2013). A levedura é um
microrganismo facultativo, que em aerobiose transforma parte do agucar em biomassa, CO, e
agua. Ja em anaerobiose, converte os agucares em etanol e CO,(LIMAet al., 2001).

Dentre as leveduras utilizadas em bioprocessos, Saccharomycescerevisiaeé a mais
utilizada para a producdo de bebidas e etanol, embora existam outros géneros de potencial

aplicacdo em processos biotecnolégicos (PACHECO, 2010).

"Em inglés: “Pentose PhosfatePathway”
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Cepas pertencentes as espécies e géneros da levedura Saccharomycescerevisae
tem a capacidade de assimilar hexoses (como a glicose) para a producéo de etanol, porém é
reportada na literatura a incapacidade dessas leveduras de metabolizar a xilose para a
producdo de etanol, devido a auséncia da enzima xilulase nas mesmas, ndo sendo possivel
converter xilose na xilulose, apesar da capacidade dessa levedura de fermentar a xilulose
(KOTTER et al, 1993; BALAT, 2011).

Dessa forma, estudos com leveduras Saccharomycescerevisaegeneticamente
modificadas para a producdo de etanol a partir da xilose tém sido reportados na literatura
(KOTTER et al, 1993; HO et al, 1998; MATSUSHIKA et al, 2008; MATSUSHIKA et al,
2009). No entanto, existem espécies nativas de leveduras que fermentam xilose em etanol,
incluindo Pichiae varias espécies de Candida, bem como algumas cepas de
Kluyveromycesmarxianus(YABLOCHKOVA et al., 2003; YABLOCHKOVA et al., 2004).

Cepas pertencentes as espécies e género da levedura Kluyveromycesmarxianustém
sido isoladas e estudadas para diferentes aplicacBes biotecnolégicas. Dentre os estudos
utilizando esta levedura inclui-se a producdo de enzimas (B-galactosidase, B-glicosidase, entre
outras), compostos aromaticos e etanol (BOYLE et al., 1997; WILKINS et al., 2008) reducéo
do teor de lactose em alimentos (BRADY et al., 1997; MARTINS et al., 2002), além de
aplicacdes em biorremediacdo e na medicina (FONSECA et al., 2008). K. marxianusé uma
das leveduras mais promissores para aplicagdes biotecnoldgicas, ja que suporta altas
temperaturas e mostra tolerancia moderada ao etanol (PEJO et al., 2009).

As leveduras sofrem um efeito de regulacdo do metabolismo, dependendo da
concentracdo de substrato presente no meio, chamado de “Efeito Crabtree” ou “Contre-effet
Pasteur”.Para leveduras que sofrem a acdo desse efeito (Crabtree positivas), quando estdo
submetidas a elevadas concentragdes de glicose, ocorre a repressao do efeito Pasteur (inibigdo
da atividade fermentativa pela respiracéo), favorecendo, desse modo, a fermentacdo alcodlica
(DEKEN, 1966).Diferente de S. cerevisiae, que é classificada como Crabtree positiva,
linhagens de K. lactise K. marxianussdo geralmente classificadas como Crabtree negativa
(FONSECAet al., 2008), sendo que, em elevadas concentragdes de glicose, o efeito Pasteur é
favorecido e a atividade fermentativa é reprimida pela respiracdo(DEKEN, 1966).

Nesse sentido, devido as caracteristicas destas cepas, estudos de processos de
producdo de etanol de segunda geracdo por sacarificacdo e fermentacdo simultaneas,
utilizando Kluyveromycesmarxianus, tém sido reportados na literatura (KRISHNA et al, 2001,
BALLESTEROS et al, 2004; OBEROI et al, 2012; CORREIA, 2013, RODRIGUES, 2014).
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Nos estudos de RODRIGUES (2014), a cepa de Kluyveromycesmarxianus
ATCC36907 foi apresentada como promissora, pois apresentou potencial de fermentagéo
préximo ao de uma levedura do género de Saccharomyces, com elevado crescimento celular e
producdo de etanol em temperaturas mais elevadas, sendo o seu potencial avaliado em
processos de sacarificagdo e fermentacdo simultaneas. CORREIA (2013), em seu trabalho de
producdo de etanol a partir de bagaco de caju pré-tratado com peroxido de hidrogénio
alcalino, também utilizou Kluyveromycesmarxianus ATCC36907 para sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas a 45°C e obteve uma conversdo de celulose de aproximadamente
98%, reforcando, assim, a utilizagdo dessa cepa para a producdo de etanol por processos de
sacarificacdo e fermentacao simultaneas.

Também, estudos de processos em batelada alimentada tém sido reportados em
conjunto com processos SSF, de forma a eliminar efeitos inibitorios atrelados a processos em
batelada (BALLESTEROS et al, 2002; RUDOLF, 2005; PEJO et al, 2009; LIU et al, 2010;
PESSANI et al, 2011; PAULOVA et al, 2014). Dessa forma o potencial de cepas de

Kluyveromycesmarxianusdeve ser investigado para a producéo de etanol de segunda geracao.

2.3.3. Estratégias para producdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica

2.3.3.1. Estratégias para producdo de etanol em batelada

Na producéo de etanol de segunda geracao, diferentes configuracGes de processos
podem ser definidas de acordo com a integracdo das etapas de hidrolise enzimatica
(sacarificacdo da biomassa) e fermentacao.

No processo de Sacarificacdo e Fermentacdo Separadas (SHF), o solido resultante
do pré-tratamento ap6s 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 resultado € convertido em etanol por leveduras de fermentacdo convencionais ou
outros micro-organismos em potencial. Nesse caso, 0s processos de hidrolise e fermentagédo
podem ocorrer em temperaturas distintas e favoraveis para cada processo, 45-50 °C para
hidrélise e cerca de 30-32 °C para fermentacdo (BRETHAUTER e WYMAN, 2010), que é a
vantagem desse processo, pois cada processo pode ocorrer nas suas condi¢cdes operacionais
otimas (DAHNUM etal, 2015). O fluxograma desse processo pode ser visualizado através do

diagrama de blocos na Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de blocos para o processo de transformacdo da biomassa lignocelulésica
em etanol através de hidrdlise e fermentacéo separadas (SHF).

Na Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF), a hidrélise e a fermentacao
ocorrem simultaneamente no mesmo reator. O fluxograma desse processo pode ser
visualizado através do diagrama de blocos na Figura 7. A maior vantagem da SSF é que 0s
acucares liberados durante a hidrdlise enzimatica sdo imediatamente consumidos pelos micro-
organismos envolvidos na fermentacao, o que conseqlientemente diminui a concentracdo de
produtos inibidores das enzimas (HAHN-HAGERDALet al., 2006). Esta tecnologia tem sido
melhorada de modo a incluir a co-fermentacdode substratos com multiplos acgUcares, ou
seja, a sacarificacdo simultdnea de celulose (em glicose), e de hemicelulose (em
xilose), e co-fermentacdo da glicose e xilose, por microbios geneticamente modificados

presentes no mesmo meio (LEE et al, 2013).
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Figura 7. Diagrama de blocos para a transformacao da biomassa lignoceluldsica em etanol
através de sacarificacdo e fermentacéo simultaneas (SSF).

RODRIGUES (2014) estudou a producao de etanol a partir de processos SHF e
SSF do bagaco do pedinculo do cajupré-tratado com acido-alcali, utilizando
Kluyveromycesmarxianus ATCC36907.Em processo SHF, realizado com enzimas do
complexo Celluclast 1.5L a 60 FPU/gceiiose, hidrolise a 45 °C e fermentacédo a 40 °C, a autora
obteve um rendimento de 0,43 Getanol/Gglicose; SENAO essa temperatura (40 °C) a selecionada
para processos SSF. Realizando SSF da mesma biomassa lignocelulésica a 40 °C, utilizando
celulases NS 22074 a 30 FPU/Qceluiose, fOi obtido um rendimento 0,49 Getanol/Jglicose€ UMa
eficiéncia de processo de 95,6%, demonstrando o potencial do processo SSF.

DAHNUM et al (2015) compararam processos SHF e SSF de residuos do fruto da
palmeira com Saccharomycescerevisae. Os autores concluiram que o processo simultaneo
(SSF) possui vantagens frente ao SHF, pois todo o processo ocorre a uma temperatura menor
(menor gasto energético), como a producgédo de etanol ocorre com menor tempo, ja que 0S
processos de hidrolise e fermentagdo sdo simultdneos. No processo SSF com 40 FPU/Qceulose
os autores encontraram uma producéo maxima de etanol de 6,05%V etanol/ Vsolugao, €quivalendo
a um rendimento teorico de 97% com 24 horas de processo, contra 4,72% de etanol e um
rendimento tedrico de 76% em processo SHF com 72 horas de fermentacdo, demonstrando a

efetividade do processo SSF em detrimento do processo SHF.
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Outra alternativa de estratégia de processo, que visa otimizar a sacarificacdo e
fermentagdo simultaneas (SSF), ¢ a utilizacdo de uma etapa de pré-hidrélise antes de iniciar a

sacarificacdo e fermentacao simultaneas, sendo o processo denominado PSSF (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de blocos da transformacéo da biomassa lignocelulésica em etanol
através de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas com pré-sacarificacdo (PSSF).

O objetivo do pré-hidrélise é hidrolisar parcialmente a celulose em acucares
monoméricos e oligoméricos antes da adicdo de levedura, o que aumentaria a taxa de
producdo de etanol durante a parte inicial da SSF. Essa técnica busca potencializar a hidrélise
enzimatica inicial, pois, como ainda ndo foram adicionadas leveduras, a mesma poderia ser
executada em uma temperatura diferente, mais proxima da atividade hidrolitica ideal
(OGREN et al, 2007).

Outra caracteristica importante é que uma pré-hidrolise enzimatica do material
lignocelulésico diminui a viscosidade do caldo fazendo a substancias insolUveis em agua se
tornarem solaveis, permitindo mais facil bombeamento e agitagdo. A diminuicdo da
viscosidade durante a pré-hidrolise torna possivel a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
mesmo com muito alta concentracdo de sélidos insolGveis no inicio da pré-hidrolise
(OGRENEet al, 2007; HOYERet al, 2013).

OGREN et al (2007) estudaram processos PSSF (sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas com pré-sacarificacdo). Os autores realizaram estudos com

diferentes complexos enzimaéticos e utilizaram a temperatura de hidrolise enzimética ideal
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para cada um dos complexos: 48°C para o complexo Celluclast 1.5L, suplementado com uma
preparagdo de B-glicosidade (Novozymes) e 55°C para o complexo termo-ativo, constituido
de celobiohidrolases, endoglucanases, B-glicosidades e xilanases, desenvolvido por RoalOy
na Finlandia. O tempo de pré-sacarificacdo foi de 16 horas e depois desse tempo a
temperatura foi diminuida para 35°C para o inicio do processo SSF, sendo que 0 processo
com pré-sacarificacdo e sem pré-sacarificacdo foi testado para cada complexo enzimatico. Os
resultados mostraram que, apesar de ter apresentado maior produtividade (medida com 24
horas para todos 0s processos), 0s processos PSSF ndo aumentaram as producées maximas de
etanol em relacdo aos processos SSF. Os autores concluiram que a pré-hidrélise nao influiu
positiva ou negativamente no rendimento da fermentacdo alcodlica. No entanto, devido ao
rapido e decréscimo significativo da viscosidade, a pré-hidrélise pode ter grande impacto, se
for necessario para bombear ou agita-se a suspensdo antes SSF.

HOYERet al (2013), realizando uma sacarificagdo e fermentacdo simultaneas de
madeira de uma conifera, observaram que a adi¢cdo de uma etapa de pré-hidrolise de 22 horas
elevou a eficiéncia de processo para 72%. Porém, DEVANTIERet al (2005) afirmaram em
seu trabalho que muitas plantas industriais de producdo de etanol apresentam a etapa de pré-
hidrélise mas que essa ndo € desejada, ja que aumenta risco de contaminacdo do processo.
Dessa forma, a presenca ou ndo da etapa de pré-hidrdlise deve ser avaliada em um processo
de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas.

2.3.3.2. Estratégias de producéo de etanol em batelada alimentada

Os processos em batelada alimentada tém-se mostrado eficientes e versateis na
grande maioria dos processos fermentativos, inclusive nos de fermentacdo alcoolica. Este
processo apresenta grande flexibilidade de operagdo, por permitir a utilizacdo dos
fermentadores para a fabricacdo de diferentes produtos, pela possibilidade de realizar fases
sucessivas no mesmo recipiente, pelo controle mais estreito da estabilidade genética do micro-
organismo e pela capacidade de identificar todos os materiais relacionados quando se esta
desenvolvendo um determinado lote de produto (BORGES, 2008).

A Figura 9 apresenta o fluxograma de processo de Sacarificacdo Fermentacéo
Simultaneas (SSF) em batelada alimentada para a producdo de etanol a partir da biomassa

lignocelulosica.
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Figura 9. Fluxograma de processo de Sacarificacdo Fermentacdo Simultaneas (SSF) em
batelada alimentada para a producéo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica.

O estudo deestratégias de alimentacdo gradual de substrato, em conjunto com
processos de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), com o objetivo de aumentar a
concentragdo de etanol no caldo fermentado e, a0 mesmo tempo, eliminar problemas
relacionados a inibicdo da atividade enzimatica e/ou fermentativa, devido a elevadas
concentracdes de substrato, produto e inibidores nos processos em batelada tém sido
reportados na literatura (PAULOVAet al, 2014; PESSANIet al, 2011; YANGet al, 2010;
ZHANGet al, 2010; LIUet al, 2010; RUDOLFet al, 2005). A alimentagdo de substrato pode
ocorrer com ou sem dosagem enzimatica, ao longo do processo SSF.

LIUet al (2010) descreveram no seu trabalho que uma elevada concentragdo
inicial de substrato no meio de sacarificacdo e fermentagdo simultdneas pode interferir
negativamente na hidrolise da celulose, devido a problemas com a transferéncia de massa, e
que sdo necessarias estratégias de alimentacdo de substrato de forma a prevenir inibi¢des
inerentes ao processo, tanto pelo substrato como pelo produto. Esses autores realizaram
estudos de producéo de etanol em batelada alimentada a partir de residuos de caro¢o de milho,
comparando a eficiéncia do mesmo com dados da literatura em batelada. Foram realizadas
varias estratégias de alimentacdo partindo de 6% de solidos e atingindo 9,9; 11,3; 12,4; 13,4;
14,2; 15,0 de porcentagem total de solidos secos, sendo dosada celulase durante as
alimentagOes. O autor obteve, com a carga total de 15%, a maior concentracdo de etanol (57,2

g/L) e conversdo de celulose teorica de 85%.
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ZHANGet al (2010) realizou a producdo de etanol a partir de processos em
batelada alimentada, em conjunto com SSF, a partir de caro¢o de milho pré-tratado com acido
(H2S0,), seguido de pré-tratamento basico (NaOH). Os experimentos em batelada alimentada
foram iniciados com 19% de carga de sélidos, sendo que outros 6% foram adicionados em 3,
6 e 12 porcbes durante as primeiras 24 horas, atingindo um total de 25% de solidos. A
dosagem inicial de enzimas foi de 30 FPU.gcelulose™, sendo que ocorreram também
alimentagdes enzimaticas com dosagem de 22,8 FPU.gglucanos™. Os processos SSF duraram
96 horas. Os autores descrevem que foi alcangada uma producdo méaxima de etanol de 84 g/L,
correspondendo a um rendimento em etanol de 79,6%, sendo isso equivalente a estratégia de
6 adicOes de substrato, sendo uma adicdo a cada 4 horas. Essa producéo de etanol foi superior
ao maximo rendimento do processo em batelada com pré-sacarificacdo (69 g/L).

PESSANI et al (2011) realizaram estudos de producdo de etanol de segunda
geracdo através de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas da palha de Panicumvirgatum,
uma arvore nativa da América do Norte, utilizando Kluyveromycesmarxianus. Os autores
realizaram quatro estudos, sendo um deles em batelada e outros trés em batelada alimentada,
com alimentacdo de s6lidos e enzimas. No estudo A ele realizou estudo em batelada com 12%
de solidos e um volume enzimético equivalente a quantidade de celulose presente nesses
solidos. No estudo B, ele realizou o estudo em batelada alimentada com carga inicial de 8%
com a quantidade de enzimas equivalente a 12% e, depois de 12 horas, adicionou 4% de
solidos sem adicdo de enzimas. No estudo C, ele adicionou 8% de sélidos como carga inicial
e a quantidade de enzimas equivalente a esses 8% e, depois de 12 horas, adicionou 0s 4% de
solidos com a quantidade de enzimas equivalente aos 4% restante de solidos. No estudo D o
autor adicionou 8% de carga inicial de solidos e a quantidade de enzimas equivalente a esses
8% e, depois de 12 horas, adicionou os 4% restantes sem adi¢do de enzimas, sendo que esse
processo apresentou 33% a menos de enzimas do que os outros. Nesse estudo foi concluido
que, apesar de a producdo de etanol ter sido maior para o processo em batelada (com uma
eficiéncia de producdo de etanol de 86%), o processo em batelada alimentada que possuiu
uma menor quantidade de enzimas utilizadas (33% a menos) possuiu um rendimento de 82%,
e similar aos outros processos semi-continuos no mesmo estudo.

Os resultados do trabalho de PESSANIet al (2011) ajudam a concluir que a adicéo
de enzimas somente no inicio do processo de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas em

batelada alimentada e com volume equivalente a quantidade inicial de sélidos ja presentes
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inicialmente no meio, sem adi¢Ges durante as alimentacOes, ndo influiu negativamente na

eficiéncia do processo, além de permitir uma economia no custo do processo SSF.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Micro-organismo

Foi utilizada, no presente estudo, a cepa de Kluyveromycesmarxianus ATCC
36907, obtida de uma colecdo de culturas norte-americana e adquirida com recursos de

projeto.

3.2.Material lignocelul6sico

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.

3.3. Tratamento primario da matéria lignocelulésica

O bagaco de caju (CAB) inicialmente foi lavado com &gua na proporcao de 1
fibra:2 agua, procedimento realizado cinco vezes para retirada de suco residual, pigmentos e
antioxidantes.

Posteriormente, 0 bagaco de caju foi seco a 50-60°C em estufa com circulacdo de
ar, triturado com liquidificador, peneirado e estocado até seu uso. Apés peneiramento do
material, as particulas com diametro de 0,25-0,84 mm foram estocadas em temperatura

ambiente e utilizadas como matéria-prima para a realizacdo dos experimentos.

3.4.Pré-tratamento do material lignocelulosico

O material lignocelulésico, apds o tratamento primario (CABr), foi submetido a
um pré-tratamento acido seguido de alcali de acordo com a metodologia descrita por ROCHA
et al (2009).

O pré-tratamento &cido do bagaco de caju consistiu na imersdo do bagago seco em
solucdo de H,SO, 0,6 M; mantendo a concentracdo de sélidos de 30g/L, procedimento

realizado em frascos erlenmeyer de 250 mL. Posteriormente, os frascos foram para autoclave
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para o tratamento térmico a 121°C durante 15 minutos. Apds o pré-tratamento, a fragdo solida
foi separada da liquida por filtracdo & vacuo. A fracdo solida resultante foi submetida a trés
lavagens com H,O destilada para remocdo 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 seco foi nomeado CAB-H.

O bagaco de caju pré-tratado CAB-H foi submetido ao pre-tratamento alcalino
pela imersdo do CAB-H em solucdo de NaOH 1,0 M; mantendo a concentracao de sélidos de
7,5 g/L, procedimento realizado em frascos erlenmeyer de 500 mL. Posteriormente, os frascos
foram para autoclave para o tratamento térmico a 121°C durante 30 minutos (ROCHA et al,
2009). Apds o pre-tratamento, a fragdo sélida foi separada da liquida por filtracdo a vacuo. O
solido resultante foi submetido a sucessivas lavagens com H,O destilada até a neutralizacéo
do pH do material na proporcdo material imido/agua 1:2. Em seguida, o material foi seco a
50°C por 24 horas, triturado e as particulas que ficaram retidas entre os diametros de 0,25-
0,84 mm foram estocadas separadamente e utilizadas como matéria-prima para a realizagdo

dos experimentos. O material seco foi nomeado CAB-OH.

3.5. Caracterizacdo do material lignoceluldsico

Os bagacos in-natura e pré-tratado com acido-alcali (CAB e CAB-OH) foram
caracterizados quanto as sua composicdo de extraiveis, celulose, hemicelulose e lignina.
Empregaram-se na sua quantificacdo, a metodologia associada ao protocolo (SLUITER et al.,
2008a,b) do instituto NREL (NationalRenewable Energy).

3.6. Complexos enzimaticos

Nesse estudo foram utilizados foram utilizados os complexosCelluclastl.5L
(Novozymes), o qual é uma preparacao celulasica produzida pelo fungo Trichodermareeseie o
NS 50010 (Novozymes) constituidos principalmente por B-glicosidases, ou celobiases. O
complexo Celluclast 1.5L apresentou atividade de celulases de 154,77 FPU/mL e o NS50010
apresentou atividade de celobiases de 384,28 CBU/mL.
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3.7. Determinacéo da atividade enzimética dos complexos enzimaticos

3.7.1. Atividade de celulases, por Unidades de Papel de Filtro (FPU), no complexo
Celluclast 1.5L

Na determinacdo da atividade de celulases, a atividade foi expressa em unidades
de papel de filtro (FPU) por mL do complexo segundo a metodologia proposta por GHOSE
(1987). Em tubos de ensaio, adicionou-se tiras de 1 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
hidrdlise foi iniciada pela adigdo de 0,5 mL de diferentes diluigdes enzimaticas. Nas mesmas
condicBes experimentais, realizou-me a reacdo do branco das diluicbes enzimaticas (sem a
presenca do substrato) e branco do substrato (sem a presenca da enzima e diferentes diluicdes
do padrdo de glicose (10 mg/mL), para construcdo da curva de calibracdo. Apds 60 min, as
reagOes foram interrompidas com 3 mL do reagente DNS (MILLER, 1959) e fervidas durante
5 min. Logo ap6s, foram adicionados 20 mL de agua destilada em cada tubo e a leitura da
absorbancia feita a 540nm em espectrofotdmetro. A concentracdo de glicose liberada no meio

foi determinada utilizando uma curva padrao de glicose.

3.7.2. Atividade de celobiases, por Unidades de Celobiose (CBU), no complexo NS50010

A determinacdo da atividade de celobiase foi conduzida segundo a metodologia
proposta por GHOSE (1987), com modificagdes. Utilizou-se solucdo de celobiose a 15 mM
como substrato para a hidrdlise. Adicionou-se aos tubos de ensaio 1,0 mL da solugdo de
celobiose, sendo pré-incubados a 50 °C por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de
diferentes diluicGes enzimaticas, as quais com a capacidade de produzir cerca de 1,0 mg de
glicose. Sob mesmas condigdes experimentais, também foram realizados os brancos das
diluicbes enziméticas e o branco do substrato. Transcorridos 30 min, os tubos foram
colocados em agua fervente por 5 min para interromper a reacdo. Apos centrifugacao (6000
rpm/15 min) seguida de filtracdo, os sobrenadantes foram analisados por Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), para quantificagdo 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). Construindo um
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grafico semi-log da concentracdo do extrato enzimético contra massa de glicose gerada,
estimou-se a concentracdo enzimatica necessaria para liberar exatamente 1 mg de glicose.
Encontrada a concentracdo enzimatica desejada, pode-se determinar a atividade enzimatica
em CBU/mL.

3.8. Meios de cultura

3.8.1. Meios de propagacéo e manutencao de células

Para a manutencéo das células foi utilizado o meio YEPD constituido por: extrato
de levedura 10 g¢/L, peptona 20 g¢/L, glicose 20 g/L e agar sabouraud 20 g/L. Para a
propagacdo das células (obtencdo do inoculo) foi utilizado o meio complexo YEPD caldo,
contendo extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e glicose 20 g/L. O pH dos meios foram
ajustados para 4,5 utilizando HCI 6 N e a esterilizagdo se deu em autoclave (Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) a 110°C por 10 minutos. Para a manutencdo das culturas, as mesmas

tiveram de ser repicadas periodicamente em placas de Petri, as quais foram mantidas a 4°C.

3.8.2. Meios para processos de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas

Para os processos de hidrolise e fermentacdo simultaneas foi utilizado um meio
constituido de tampdo citrato 50 mM e pH 4,8; suplementado com 1 ¢g/L de extrato de
levedura e 1 g/L de sulfato de amonio, e a carga de CAB-OH desejada em %m/V. Esse meio

foi autoclavado a 110°C por 10 minutos.

3.9. Processos de sacarificacdo e fermentacgdo simultaneas (SSF)

Os processos de Sacarificacdo e Fermentagdo Simultaneas (SSF) foram realizados
em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio reacional. A adi¢cdo de enzimas precedeu a
adicdo do inoculo (5 g/L) para o inicio dos ensaios. Os processos foram conduzidos sob
agitacdo de 150 rpm e temperatura de 40 °C por 72 horas. Amostras foram coletadas em
intervalos de tempo pré-definidos e submetidos a analise. Os ensaios foram conduzidos em

triplicata.
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As atividades de trabalho para os complexos enziméaticos em todos 0s processos
SSF, no presente estudo, foram de 30 FPU/gceuiosepara o Celluclast 1.5L (fonte de celulases) e
60 CBU/Qcewiose para o NS50010 (fonte de celobiases). Esses valores foram obtidos dos
estudos de RODRIGUES (2014), onde 30 FPU/Qceiose foi a atividade do complexo de
celulases que apresentou melhores resultados com menor quantidade de enzimas comparados
com os resultados obtidos entre 50 e 100 FPU/Qcelutose; € 60 CBU/Qceiuiose fOi a atividade
recomendada pela literatura (SELIG et al, 2008) para evitar a inibicdo de celulases por
celobiases.

Para cada experimento, os parametros determinados foram: a eficiéncia do
processo (Yg), sendo esse calculado para a quantidade total de celulose adicionada no meio
reacional, a produtividade (Qp) e a porcentagem volume de etanol por volume de solucdo (%

Vetanol. Vsolugzo ) Teferente & produgio méxima de etanol na solugéo.
3.9.1.Preparo do inoculo

Para a propagacdo do in6culo, a levedura KluyveromycesmarxyanusATCC 36907,
foi inicialmente ativada em meio YEPD e incubada a 30°C por 48h em estufa
microprocessada para cultura bacteriologica SPLabor — SP200 em placas de Petri. Em
seguida, transferiram-se 3 coldnias para 100 mL de meio YEPD. Mantiveram-se as culturas a
30°C e agitacdo de 150 rpm por 24 h. Apos este tempo, o caldo foi centrifugado a 6.000 rpm
por 10 min em centrifuga (analitica Hettich) para se obter a biomassa inicial do processo SSF.
Toda a manipulacdo das culturas foi realizada dentro de uma cabine de seguranga
microbioldgica com fluxo laminar (Pachane PCR-T2) de modo a manter as condicfes de

esterilizacéo.

3.9.2. Avaliacéo da suplementacéo enzimatica do meio SSF em batelada.

Os ensaios foram realizados com carga de CAB-OH de 7,5 %m/V. No estudo do
processo sem suplementacdo, foi utilizado o complexo Celluclast 1.5L, ja no estudo com

suplementacéo foi utilizada a mesma fonte de celulases, além do complexo NS50010.

3.9.3.Avaliacéo da carga inicial de bagaco em processos, com e sem pré-sacarificacdo, em
batelada.
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Nesses ensaios foram utilizados os complexos Celluclast 1.5L como fonte de
celulases e NS50010 como fonte de celobiases. Foram avaliadas diferentes cargas de CAB-
OH (%m/V): 7,5; 10; 15 e 20 %, sendo que para cada carga foi estudado o processo sem pré-
sacarificacdo (SSF), e com pré-sacarificacdo de 12 horas (PSSF).

N&o foi possivel realizar o estudo com 20% de carga de CAB-OH no processo de
SSF, devido ao intumescimento do material, ndo possuindo fluidizacdo o suficiente a

execucdo do processo.

3.9.4. Avaliacdo de estratégias de alimentacdo de bagaco em processos de sacarificacdo e
fermentacao simulténeas.

Estratégias de alimentacdo foram desenvolvidas com o objetivo de buscar
amenizar efeitos inibitdrios atrelados a processos em batelada com elevadas cargas de sélidos,
sendo esses efeitos descritos na literatura (HOYER et al, 2013; ZHANG et al, 2010;
PESSANI et al, 2011, LIU et al, 2010).

Nesses ensaios foram utilizados os complexos Celluclast 1.5L e NS50010. As
alimentac6es foram realizadas com bagaco seco e diametro de particulas entre 0,25-0,84 mm,
sendo esse esterilizado com radiacdo ultravioleta por 15 minutos antes da adi¢cdo no meio
SSF. Salienta-se que ndo foram adicionadas enzimas nem células ao longo do tempo de
processo.

Foram conduzidos, inicialmente, dois experimentos com diferentes estratégias de
alimentacdo de CAB-OH (%m/V), sendo ambos com carga inicial de 10% e final de 20%, Um
dos processos foi realizado com duas alimentacdes de 5% de solidos em intervalos de 24
horas (FB1) e outro com quatro alimentagdes de 2,5% de solidos em intervalos de 12 horas
(FB2).

Para o ensaio FB1 foi realizada uma medida da atividade de celulases (FPU/mL) a
cada alimentacdo e na retirada da ultima aliquota, de forma a verificar se a atividade do
complexo é mantida durante o processo, fator de importancia para a verificacdo da
manutencdo da atividade hidrolitica das enzimas durante o processo semi-continuo, ja que néo
ocorre alimentagGes enzimaticas durante 0s processos.

Em seguida, realizou-se uma estratégia comecando com 15% de CAB-OH e
chegando a 25% com quatro alimentagdes de 2,5% de solidos em intervalos de tempo de 12

horas (FB3). Este processo foi comparado com os anteriores, também em batelada alimentada.
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Para os processos FB1, FB2 e FB3, a adi¢do enzimética equivaleu a quantidade de celulose

existente no inicio dos mesmos.

A Tabela 1 resume as estratégias de alimentacdo adotadas no presente estudo.

Tabela 1. Estratégias de alimentacdo adotadas no presente estudo para sacarificacdo e
fermentacao simultaneas do bagaco CAB-OH.

Nome Carga inicial de Carga final de NUmero de Intervalo de tempo entre
bagaco (%om/V) bagaco (%om/V) alimentacdes as alimentac6es (h)
FB1 10 20 2 24
FB2 10 20 4 12
FB3 15 25 4 12

3.10. Métodos analiticos

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

do tempo de retencdo nas amostras com o tempo de retencdo dos padrdes.

3.11. Parametros de eficiéncia e rendimento

Os parametros cinéticos calculados para analise dos processos em todo o estudo

foram:

3.11.1. Eficiéncia de processo ()

Esse pardmetro expressa a conversdo teorica total da celulose em etanol realizada
no processo de sacarificacdo e fermentagdo simultaneas, sendo o indicativo da eficiéncia de
processo e expresso atraves da Equacdo 1, a qual foi calculada de acordo com a que foi

proposta na metodologia do NationalRenewable Energy Laboratory para sacarificacdo e
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fermentacdo simultdneas NREL/TP-510-42630(DOWE et al, 2001). A concentracdo de
celulose utilizada no célculo foi a total presente no meio reacional, j& que 0s processos de
sacarificacdo e liberacdo da glicose (acUcar fermentescivel), seguido da fermentacdo e

producdo de etanol sdo simultaneos.

[EtOH], — [EtOH];
(f.[Biomassagec, 1x1,11)x0,511

n(%) = x100 (D)

Sendo, [EtOH]s = producéo final de etanol;[EtOH]; = producéo inicial de etanol;f = fracdo de
celulose presente na biomassa seca;[Biomassaseca] = concentracdo de biomassa seca no meio
reacional, ou seja o bagaco CAB-OH. 1,11 é o fator de conversdo de celulose em
glicose;0,511 € o fator de conversdo de glicose em etanol de acordo com a estequiometria da

fermentacdo, sendo um limite tedrico.

3.11.2. Porcentagem de volume de etanol em volume de solu¢ao (%Vetanol/Vsolugao)

Esse parametro foi calculado com base na producdo maxima de etanol presente
nos processos de sacarificagdo e fermentacdo simultaneas, de acordo com a Equacéo 2.

V P
etanol (%) — rr’[l)ax 100 (2)

Vsolu cédo

Onde p é a massa especifica do etanol e igual a 789 g/L.

3.11.3. Produtividade de etanol

A produtividade foi calculada com a relacdo entre a producdo maxima de etanol

no processo e o0 tempo no qual ocorreu essa producdo (Equacéo 3).

_ Pmax (g.L™")
Q= 0 (3)
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3.12. AnaAlise Estatistica

Para a analise comparativa entre 0s processos SSF, 0s parametros cinéeticos foram
submetidos ao teste estatistico ANOVA com nivel de confianca de 95% e a = 0,05. Este teste
mede os desvios entre as variancias de um grupo de dados experimentais de forma a predizer
se a populacdo de dados experimentais possui diferenca significativa ou ndo. A analise
estatistica foi realizada através do software MicrocalOrigin 8.1 (Microcal Software Inc.,
Northampton, MA, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Caracterizacdo da matéria-prima

Na Tabela 2 estdo presentes os resultados das caracterizacdes dos bagacos in-
natura e pré-tratado. E possivel observar que houve uma solubilizagio da hemicelulose com a
diminuicdo de 65,82 % na sua percentagem em relacdo ao material sem pré-tratamento (CAB
in natura), isso ocorreu devido ao efeito do tratamento &cido, conhecido pela sua eficiéncia
em solubilizar a hemicelulose de materiais lignocelulésicos (ROCHA, 2010; ALVIRAet al.,
2010). Também é verificado o aumento expressivo da porcentagem de celulose do bagaco de
caju em relacdo ao CAB in natura, de 20,91 % para 74,72 %, 0 que corresponde a um
aumento 257,3% em celulose. O acumulo de celulose, por sua vez, pode ser atribuido a
reducdo de 64,18 % na porcentagem de lignina, e de 65,82 % na porcentagem de
hemicelulose, em relacdo ao percentual inicial presente no bagaco in natura, iSso ocorre
devido aos efeitos combinados do pré-tratamento acido-alcali no material lignocelul6sico
(ROCHA, 2010; CARVALHEIROet al., 2008).

Os efeitos combinados dos pré-tratamentos acido e basico (solubilizacdo da
hemicelulose e deslignificacdo) minimizam a geracdo de inibidores do crescimento
microbiano como acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (HMF), além de aprimorar a
hidrélise enzimética de materiais lignocelulésicos (LEE et al, 2015a), de forma que a matéria
lignocelulésica tratada seja utilizada na producdo de etanol de segunda geracdo (ROCHA,
2010; ZHANG et al, 2010;KIM et al, 2012; BARROS et al; 2014;GABHANE et al, 2014;
RODRIGUES, 2014).

CORREIA et al (2015) estudando o pré-tratamento do bagaco do peddnculo do
caju com peréxido de hidrogénio alcalino, conseguiram um aumento de 35 % na quantidade
de celulose (20,56 % para 48,23 %), uma remocéo de lignina de 77 % (35,26 % para 7,83 %),
e em relagdo a hemicelulose os autores obtiveram um enriquecimento de 112 % (10,17 para
21,61 %), e isso foi conseguido com 6 horas de pré-tratamento com 5 %m/V de CAB e 4,3
%m/V de H,O, pH 11,5 a 35 °C e 150 rpm. Com esse pré-tratamento 0s autores
conseguiram uma maior remog&o de lignina que o presente estudo, porém o mesmo conseguiu
uma maior concentracao de celulose com o pre-tratamento acido-alcali e uma solubilizacao de

hemicelulose, sendo isso devido ao efeito do pré-tratamento acido.
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A eficiéncia de remocdo de lignina da matéria lignoceluldsica é de fato uma
importante linha de pesquisa no que se refere a producdo de etanol de segunda geracéo. E o
constituinte dos lignoceluldsicos que negativamente influencia a hidrdlise enzimatica da
celulose. Contudo diferentes aplicagcdes da lignina estdo em investigacdo para obtencdo de

produtos com potencial de mercado (ALVIRA et al., 2010).

Tabela 2. Anélise composicional do bagaco de caju in natura e ap6s o pré-tratamento acido-
alcali (CAB-OH).

) Recuperacéo o Sélidos Totais| Celulose |Hemicelulose | Lignina +
Pré-Tratamento o Extraiveis (% ]
de Sdlidos (%0) (%) (%) (%) Cinzas (%)
CAB in natura 100,0 £ 0,00 5,64 £ 0,07 92,90 £ 0,50 20,91 + 2,03 16,33 +3,00 |33,62+5,28
CAB-OH 9,34 £ 0,49 0,93+0,18 91,20+0,20 74,72+ 1,16 558 +0,04 |12,04£0,08

Outros trabalhos na literatura abordam 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 2, o somatério dos percentuais de extraiveis, celulose, hemicelulose e
lignina é inferior a 100%, indicando a presenca de outro constituinte, possivelmente pectina.

O pré-tratamento &cido-alcali é bastante utilizado em varias matérias
lignocelul6sicas. LEE et al (2015) ressaltaram a importancia da deslignificagdo, causada por
esse pré-tratamento, na digestibilidade enziméatica da biomassa, sendo que esses autores,
realizando o tratamento do sabugo de milho em duas etapas combinadas de pré-tratamento
acido (H2S045 %m/V, ou 0,05 M, a 180 °C) com élcali (NaOH 2 % m/V, ou 0,5 M a 80 °C).
Foi obtida uma deslignificacdo de 89 % e a concentracdo de glucanas (derivados da celulose)
aumentou de 30,7 % para 82,5 %, correspondendo a um aumento de 169 % na concentracdo
de glucanas, além do mais o autor conseguiu uma remocgdo de Xxilanas (derivados da
hemicelulose) de 15,04 % para 4 %, correspondendo a uma remocgdo de 73 %, sendo que a
recuperacdo de solidos do pré-tratamento em relacdo a matéria-prima ndo tratada foi de 30 %
em base seca, resultado superior ao do presente estudo. Apesar da remocdao de lignina ter sido
superior, 0 aumento na disponibilizagdo da celulose foi maior no presente estudo.

GIESE et al (2013) realizaram o pré-tratamento &cido-alcali de bagaco de cana-
de-acucar, o qual contém 34,64 % de celulose, 18,90 % de hemicelulose, 22,61 % de lignina e
6,41 % de cinzas. O pré-tratamento acido com 100 mgH>SO4/ggagacoseco, @ 121 °C por 20

minutos, foi sequido do pré-tratamento basico com NaOH 1 %m/V (ou 0,25 M) a 100 °C por
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1 hora. Os autores conseguiram obter um bagaco pré-tratado com a composi¢édo: 53,06 % de
celulose (aumento de 53 % na sua concentracdo), 7,33 % de hemicelulose (diminuigdo de 60
% na sua concentracdo) e 30,65 % de lignina, além de 3,44 % de cinzas. Verificando a
concentracdo de lignina no bagaco pré-tratado é possivel verificar que ndo houve uma efetiva
deslignificagdo do bagaco, sendo isso talvez a baixa concentragdo de NaOH na realizacdo do
pré-tratamento alcalino (0,25 M), enquanto que no presente estudo foi conseguida uma
deslignificacdo de 77 % com a concentracdo de NaOH de 1M (ou 4 %m/V).

4.2.Avaliacdo da suplementacéo enzimatica do meio SSF em batelada

Os resultados da avaliagdo da suplementacdo enzimatica com celobiases estdo
apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Perfis de concentracdes de glicose, celobiose, xilose e etanol com o tempo para
0s processos SSF utilizando a levedura K. marxianus a 40°C e 150 rpm e 7,5% de CAB-OH,
sem suplementacdo (A) e com suplementacdo (B) de celobiases do complexo NS50010
(384,28 CBU/mL) com atividade de 60 CBU/Qceluiose- Glicose (m); Xilose (A); Celobiose
(A) e Etanol (e).

O processo sem suplementacdo (Figura 10-A) apresentou um maior acimulo de
celobiose, obtendo uma concentracdo maxima (13 g/L) em 48 horas de SSF e apresentando ao
final cerca de 10 g/L do dimero de glicose. A concentracdo de glicose apresentou um ligeiro
acumulo em torno de 2,5 g/Lao final do processo. A concentracdo de xilose também

apresentou um actmulo de aproximadamente 3 g.L* ao término do processo SSF.

53



Barros, E. M

Por outro lado, resultados diferentes foram obtidos no processo SSF com
suplementacdo (Figura 10-B), o qual ndo apresentou acumulo de celobiosenem glicose,
enguanto que o Unico agucar em excesso foi a xilose, com concentracdes de aproximadamente
2 g/L.

A hidrdlise da hemicelulose observada pela presenca de xilose no meio SSF
(Figura 8) pode ser atribuido a presenca de xilanasesno complexo Celluclast 1.5L, fato
constatado pela literatura (MARTINS et al., 2008; ASK etal., 2012), na qual os autores
mencionaram atividade de xilanase de 680 a 1367,1 U/mL nos complexos comerciais de
Celluclast 1.5L.

De acordo com as Figura 10-A e 10-B € possivel verificar que o processo SSF que
foi suplementado levou a uma maior producao de etanol (aproximadamente 30 g/L), enquanto
0 processo ndo suplementado apresentou uma menor producdo de etanol (aproximadamente
25 g/L). Além disso, foi observado, no processo suplementado, auséncia de acimulo de
glicose e celobiose.

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros calculados para a avaliacdo da

suplementacdo enzimatica nos processos SSF.

Tabela 3. Parametroscalculados para 0s processos SSF com meio suplementado com
celobiases do complexo NS50010e ndo-suplementado.

) Parametros de processo®
Meio SSF .
Pméx (g/L) VetanoI/Vsqugéo (%) Qp (g/Lh) Tempo (h) n (%)
Suplementado 29,42+ 0,9 3,73+£0,21 0,92+ 0,05 32 93,04 + 2,82
N&o-suplementado | 24,94+ 0,68 3,23+£0,13 0,89+ 0,04 28 80,61 = 3,30

% Os valores dos parametros sdo médias de analises realizadas em triplicata + desvio padrao
® Tempo onde foi calculada a produtividade do processo

De acordo com a Tabela 3, o processo suplementado apresentou melhores
resultados em todos os parametros: producdo de etanol (29,42 +0,9g.L %), %V etanol. Vsolugio
1(3,73 + 0,21%) , eficiéncia de processo (93,04 + 2,82%) e produtividade (0,92 + 0,05 g/L.h),
ficando evidente a melhoria na performance do processo SSF devido a suplementacao.

Diversos estudos na literatura reportam a utilizagdo do complexo enzimaético
comercial de celulases Celluclast 1.5L (oriundo do fungo filamentoso Trichoderma reesei)
com suplementacéo de B-glicosidades para a hidrélise enzimatica da biomassa lignocelulésica
(KADAR, et al, 2004; ZHAO et al; 2012; WANDERLEY et al, 2013; LI et al, 2014;
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CUEVAS et al; 2015; LEE et al, 2015; RODRIGUES et al, 2015; ZHAO et al, 2015), dando
indicativo de uma deficiéncia de celobiases nesse complexo comercial.

RODRIGUES (2014) realizou estudos sobre producédo de etanol por processo SSF
a partir do bagaco de caju pré-tratado com acido-alcali (CAB-OH), utilizando Kluyveromyces
marxianusATCC36907. Para o processo com celulases de Celluclast 1.5L a 15 FPU/gcelulose €
40 °C, a autora indicou a necessidade de suplementacdo com celobiases ou a avaliacdo de
outros complexos enzimaticos que reduzissem o acumulo de celobiose observado, haja vista
gue a auséncia da suplementacdo levou a uma diminuicdo no rendimento e eficiéncia do
processo SSF, e isso ocorreu devido a uma inibicdo da atividade de celulases devido a um
acumulo de celobiose no meio SSF, reduzindo a performance do processo.

RODRIGUES et al (2015) estudando a hidrolise da palha de arroz, apos pré-
tratamento alcalino, e a recuperacdo dos hidrolisados para a producdo de etanol, obtiveram
eficiéncia de hidrolise de 52% e 81% para 0s processos com e sem suplementagdo de f-
glicosidades, respectivamente. De forma que a suplementacdo de celobiases se fez necessaria
para uma hidrolise enzimatica mais efetiva.

Dessa forma, foi justificada a necessidade de suplementacdo de celobiases no
processo SSF, haja vista que isso reduz o acumulo de celobiose, elevando a eficiéncia da

hidrélise e, assim, aumentando o rendimento e eficiéncia em etanol do processo SSF.

4.3.Avaliacdo da carga inicial de bagago no processo SSF, com e sem preé-sacarificacao,
em batelada.

Foi realizada a avaliagdo da carga de bagaco em processos com (PSSF) e sem preé-
sacarificacdo (SSF). Nas Figuras 11A-F, sdo apresentados os perfis de concentracéo de etanol
e glicose ao longo do tempo para os processos SSF e PSSF, usando as cargas de CAB-OH de
7,5,10 e 15 %m/V.

Observa-se na Figura 11 que ndo houve diferenca expressiva na producdo de
etanol entre os processos SSF e PSSF quando foram utilizadas cargas de CAB-OH de 7,5 e
10%.Para a carga de 7,5 % (Figuras 11A e 11B), a produgdo de etanol obtida foi
aproximadamente 29 g/L em ambos os processos (SSF e PSSF), ja para a carga de 10%
(Figuras 11C e 11D), a producdo de etanol foi aproximadamente 41 g/L. No entanto,
utilizando a carga de 15%, a producéo de etanol foi diferente comparando os dois processos

(SSF e PSSF) obtendo uma producdo méaxima de etanol de 58 g/L e 50 g/L, respectivamente.
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As concentracdes de glicose proximas de zero ao longo dos processos SSF com
cargas de CAB-OH de 7,5% (Figura 11A) e 10% (Figura 11C) e também a partir de 12 horas
dos processos PSSF com carga de 7,5% (Figura 11B) e 10% (Figura 11D), indicam que a
levedura fermentou a glicose em concomitancia com a hidrolise enzimatica da celulose. Ja

para a carga de 15% foi observado, em ambos os processos SSF e PSSF, um acimulo em
torno de 5 g/L de glicose.
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Figura 11.Perfis de concentracdes de glicose, xilose etanol com o0 tempo,para 0S processos
SSF e PSSF utilizando a levedura K. marxianus a 40 °C e 150 rpm, usando diferentes cargas
de bagaco de caju (CAB-OH em %m/V): SSF 7,5% (A), PSSF 7,5% (B), SSF 10% (C), PSSF
10% (D), SSF 15% (E) e PSSF 15% (F). Glicose(m); Xilose( A) e Etanol (e).Linha tracejada
na vertical representa a separacdo entre a etapa de pre-sacarificacao e a etapa de sacarificacdo
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Né&o foi possivel a realizacdo de uma SSF (sem pré-sacarificacdo) com carga de
20%, haja vista que o intumescimento do meio de cultura provocado por essa elevada carga
de CAB-OH néo permitiu uma fluidizacdo adequada para o inicio do processo. Neste sentido,
realizou-se um processo PSSF com 20% de carga de CAB-OH, sendo os resultados

apresentados na Figura 12.
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Figura 12.Perfis de concentragdes de glicose, xilose e etanol com o tempo para 0 processo
PSSF (adicdo da levedura K. marxianus com 12 h de sacarificacdo) com carga de CAB-OH de
20 %. Glicose(m); Xilose(A) e Etanol (e). Linha tracejada na vertical representa a separacao
entre a etapa de pré-sacarificacdo e a etapa de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas.

De acordo a com a Figura 12, é possivel verificar que a producdo maxima de
etanol foi de 58 g/L e esse resultado é similar ao processo SSF com carga de 15% (Figura
11F). A partir de 24 h de processo houve um acumulo de glicose, sendo que essa atingiu a
concentracdo de 30 g/L ao final do processo SSF, juntamente com a xilose que atingiu
aproximadamente 19 g/L.

O acumulo dos agucares monoméricos (glicose e xilose) nas Figuras 11E-F e 12,
ocorreu devido a efeitos de inibicdo da atividade microbiana causada pela elevada
concentracdo de sélidos, além da elevada viscosidade do meio (HOYER et al, 2013, ZHANG
et al, 2010).

Na literatura, estudos relatam a existéncia da inibi¢do do processo de sacarificagao
e fermentacdo simultaneas em batelada devido a elevada concentracdo de substrato que pode
afetar simultaneamente o metabolismo da levedura e a hidrdlise enzimatica (RUDOLF et al,
2005; SURYAWATI et al, 2008).

Na Tabela 4 estdo presentes os pardmetros dos processos SSF e PSSF nas

diferentes cargas de CABOH estudadas. Com esses dados, realizaram-se testes estatisticos do
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tipo ANOVA. No processo com 7,5% CAB-OH (processos SSF e PSSF) todos 0s parametros
foram similares com excegéo para a produtividade que foi significantemente diferente. Para a
carga de 10% os parametros foram similares, com excecdo da produtividade que foi
significantemente diferente. Esta diferenca nas produtividades, entre os processos SSF e
PSSF, deve-se ao tempo total de PSSF, o qual possui 12 horas a mais que o SSF. Os
processos SSF e PSSF com carga de 10% foram os mais eficientes (98,41%). Para a carga de
15% todos os parametros foram diferentes com um nivel de confianca de 95%, sendo os
maiores valores obtidos para o processo SSF, incluindo a maior produtividade (1,83g/L.h). O
processo com carga de 20% apresentou producdo de etanol similar ao SSF com carga de 15%
(58 g/L) e a uma elevada produtividade (1,62 g/L), apesar da menor eficiéncia (69%).

Tabela 4. Parametros cinéticos calculados para os processos SSF e PSSF a 40 °C usando a
levedura K. marxianus ATCC 36907, com diferentes cargas de bagaco de caju.

Carga de Parametros de processo
CAB-OH| Conducéo . 1 1 i
(%) do Processo Pmax (9/L) | Vetanol. Vsolugao (%0) | Qp (9/L.h7)| Tempo' (h) n (%)
0
e SSF 29,42 + 0,90 3,73+0,11* 10,90 + 0,052 32 03,04 + 1,31°
’ PSSF 28,77+0,89%| 3,65+0,21° 0,65+ 0,02° 44 01,43 + 2,85
L0 SSF 41,41 +022°] 525+0,03" [1,73+0,01° 24 08,41 + 0,39°
PSSF 40,72 +1,10°| 516+0,09° [1,13+0,03° 36 97,40 +1,14°
s SSF 58,67 +0,74°| 7,45+0,09° [1,83+0,02° 32 02,68 + 1,16°
PSSF 50,11 +1,53%| 6,37 +0,10¢ 1,39 + 0,04 36 79,51 + 2 51°
20 PSSF 58,64 +057°| 7,43+0,09° [1,62+0,019 36 69,35 + 0,49°

Os valores dos parametros sdo médias de analises realizadas em triplicata + desvio padrdo das
amostras. Valores com as mesmas letras, em sobrescrito, e na mesma coluna, ndo séo
significantemente diferentes um do outro com um nivel de confianga de 95 % (P < 0,05).
"Tempo onde foi calculada a produtividade do processo

As leveduras sofrem um efeito de regulacdo metabolica chamado de “Efeito
Crabtree” ou “Contre-effet Pasteur”. Para leveduras que sofrem a acdo desse efeito (Crabtree
positivas), quando estdo submetidas a elevadas concentracdes de substrato, ocorre a repressao
do efeito Pasteur (inibicdo da atividade fermentativa pela respiracdo), favorecendo, desse
modo, a fermentacdo alcoodlica (DEKEN, 1966). Geralmente, linhagens de

Kluyveromycesmarxianus sao classificadas como Crabtree negativas (FONSECAet al., 2008),
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pois na presenca de elevadas concentragdes de substrato, o efeito Pasteur é favorecido e a
atividade fermentativa é reprimida pela respiracdo (DEKEN, 1966).

Essa repressdo da atividade metabdlica € uma explicacdo plausivel para a baixa
eficiéncia do processo PSSF com carga de 20% (69 %), além da menor eficiéncia do processo
PSSF com carga de 15% (79 %) frente ao SSF com a mesma carga (92,68 %). A e elevada
carga de glicose no inicio da fermentacdo desses processos (PSSF com carga de 15 e 20 %)
pode ter causado a repressdo metabolica da fermentacdo em detrimento da respiracao (Efeito
Pasteur).

KADAR et al (2004) estudaram processos SSF e PSSF para a producao de etanol
a partir de residuos de papel,utilizando Kluyveromyces marxianus Y01070, sendo que 0
processo PSSF foi chamado de NSSF (Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas Nao-
isotérmica), pois a etapa de pré-hidrolise, realizada por 24 horas, foi realizada a uma
temperatura diferente (50 °C) da etapa de 96 horas de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
(40 °C). Foram utilizados trés tipos de substratos com carga de sélidos de 6 %m/V: lama de
papel, papeldo velho ondulado e celulose pura(FS&D, Urbana, IL, EUA), sendo obtidos
melhores rendimentos em etanol e conversbes tedricas da celulose em todos 0s processos
SSF, comparativamente aos processos NSSF, para os trés tipos de substrato, sendo a maior
conversao tedrica da celulose no valor de 58,1 % e o maior rendimento em etanol de 0,325
etanol/Jglicose, aMDOS 0s pardmetros para o0 processo com lama de papel como substrato. Esses
resultados sao inferiores ao do presente estudo.

OGREN et al (2007) estudaram processos PSSF (sacarificacido e fermentagdo
simultaneas com pré-sacarificacdo) para a producgéo de etanol por palha de milho, utilizando
Saccharomyces cerevisae comercial. Os autores realizaram estudos com diferentes complexos
enzimaticos e utilizaram a temperatura de hidrdlise enzimatica ideal para cada um dos
complexos: 48°C para o complexo Celluclast 1.5L, suplementado com uma preparacao de -
glicosidade (Novozymes) e 55°C para o complexo termo-ativo, constituido de
celobiohidrolases, endoglucanases, B-glicosidades e xilanases, desenvolvido por Roal Oy na
Finlandia. O tempo de pré-sacarificacdo foi de 16 horas e depois desse tempo a temperatura
foi diminuida para 35°C para o inicio do processo SSF, sendo que 0 processo com pré-
sacarificacdo e sem pre-sacarificacdo foi testado para cada complexo enzimaético. Os
resultados mostraram que, apesar de ter apresentado maior produtividade (medida com 24

horas para todos 0s processos), 0s processos PSSF ndo proporcionaram uma melhora
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nasproducGes méximas de etanol em relacdo aos processos SSF. Os resultados desses autores
estédo de acordo com os do presente estudo.

MORENO et al (2013) estudaram a producdo de etanol a partir de palha de trigo,
pré-tratada por explosdo a vapor, por processos SSF e PSSF e variando a carga de solidos (5,
6, 10 e 12 %m/V) utilizando Kluyveromyces MarxianusCECT10875, sendo o tempo de pré-
sacarificacdo de 8 horas e o tempo de processo SSF de 72 horas. Os autores concluiram que
0s processos SSF foram mais eficientes que os PSSF, sendo que no processo SSF com carga
de 12 % foi atingida uma producdo maxima de etanol de 16,7 g/L e uma eficiéncia de
processo de 74,2 %. Nos processos SSF e PSSF com carga de 10 % foi obtida similar
producdo de etanol de 13,8 g/L e eficiéncia de processo de 73,5 %. Esses resultados sé&o
inferiores aos do presente estudo, ja que no mesmo foi atingida uma eficiéncia de processo de
98 % nos processos SSF e PSSF com carga de 10 %.

PEJO etal (2009) realizaram a producdo de etanol a partir de sacarificacdo e
fermentacgdo simultaneas de palha de trigo com uma etapa de pré-sacarificacdo de 8 horas, por
K. marxianusCECT10875. Os autores utilizaram celulases do complexo NS50013 e
suplementaram com B-glicosidades do complexo NS50010, ambos sendo fornecidos pela
Novozymes. Dessa forma os autores realizaram experimentos SSF em batelada com cargas
de 10, 12 e 14%, verificando que a maior concentracdo de etanol foi atingida com a carga de
14% (30 g/L), que corresponde a uma eficiéncia de 54%. Os resultados do presente estudo
foram superiores ao estudo desses autores, haja vista que foi conseguida uma eficiéncia de 92
% com uma SSF realizada com carga de sélidos de 15 %.

DEVANTIER et al (2005) citou que em muitas plantas de producdo de etanol
existe a etapa de pre-sacarificacdo da biomassa com o objetivo de otimizar a fermentacéo,
mas que essa etapa de pré-hidrolise ndo é desejada, pois diminui a simplicidade do processo
como um todo e aumenta o risco de contaminagdo em processos industriais. E, dessa forma,
ressalta-se a preferéncia por processos SSF para estudos posteriores, haja vista que esses
apresentaram resultados satisfatdrios frente aos processos PSSF, e que o tempo de operagéo é
menor (72 horas), agregando, assim, um custo operacional menor para processos sem a pré-
sacarificacao.

LIU et al (2010) citaram, no seu trabalho, que uma elevada concentracao inicial de
substrato no meio de sacarificacdo e fermentagcdo simultaneas pode interferir negativamente

na hidrdlise da celulose e que sdo necessarias estratégias de alimentagdo de substrato de forma
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Dessa forma, estratégias de alimentacdo de substrato, em conjunto com o0s
processos SSF, devem ser estudadas de forma a eliminar efeitos inibitorios, de substrato ou
produto, presentes no processo que resultaram em uma baixa eficiéncia do mesmo
(aproximadamente 70%).

4.4. Avaliacdo de estratégias de alimentacdo de bagaco no processo de sacarificacédo e
fermentacao simultaneas.

O estudo deestratégias de alimentacdo gradual de substrato com o objetivo de
aumentar a concentracdo de etanol e, a0 mesmo tempo, eliminar problemas relacionados a
elevadas concentracGes de substrato nos processos realizados em batelada tém sido reportados
na literatura (PAULOVAet al, 2014; YANGet al, 2010; HOYER et al, 2013; ZHANG et al,
2010; PESSANI et al, 2011, LIU et al, 2010).

Dessa forma, foram realizados processos com estratégias de alimentacdo gradual
de substrato para atingir elevadas concentracdes de sélidos (20% e 25%), utilizando CAB-OH
como substrato.

Na Figura 13 sdo apresentados os perfis de concentragdo de glicose, xilose e
etanol para os processos SSF, em batelada alimentada, iniciados com 10% de carga de CAB-
OH (em %m/V) e terminados com 20 %: Figura 13A (com duas alimentacdes) e 13B (com

quatro alimentagdes), respectivamente.
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Figura 13.Perfis de concentracbes de glicose, xilose e etanol com o tempo para 0s
processos SSF em batelada alimentada com carga inicial (%m/V) de CAB-OH de 10% e
carga final de 20%, com estratégia de duas alimentacdes (A) e quatro alimentacdes (B),
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sendo FB1 e FB2, respectivamente. As linhas tracejadas na vertical correspondem aos
pontos de alimentacdes de bagaco CAB-OH. Glicose(m); Xilose( A) eEtanol (e).

Observando as Figuras 13A-B verifica-se que, a cada adi¢do de substrato, houve
um concomitante aumento na producdo de etanol, culminando com uma constancia na
producdo de etanol em torno de 68g/Lpara ambos 0s processos. A concentracdo de glicose
aumentou durante o processo com duas alimentacgdes (FB1), atingindo 15 g/L em 72 horas de
processo, da mesma forma que para a xilose, que atingiu 10 g/L em 72 horas. Para 0 processo
com quatro alimentac@es (FB2) a concentracdo de glicose atingiu 5 g/L ao final de 72 horas,
enquantoa concentragdo de xilose atingiu 9 g/L. Dessa forma, 0s processos apresentaram
similar producéo de etanol e o processo com quatro alimentacdes (FB2) apresentou menores
acumulos de glicose e xilose no meio reacional.

O acumulo dos acucares monoméricos (glicose e xilose) representa que a
capacidade hidrolitica das enzimas esta superando a capacidade fermentativa da levedura,
devido a uma diminuicdo progressiva da tolerancia ao etanol da membrana plasmatica das
leveduras Kluyveromyces marxianusao longo do processo (BAJPAI etal, 1982; ROSA e SA-
CORREIA et al, 1992).

A fim de monitorar a capacidade hidrolitica, foi realizada a medicdo da atividade
enzimética do complexo de celulases (FPU/mL) durante o processo FB1, sendo verificado,
dessa maneira, que a mesma permaneceu aproximadamente 153,42 + 0,94 FPU/mL, atividade
muito proxima a atividade medida para o complexo puro (154,77 FPU/mL). De forma que foi
constatada a manutencao da capacidade hidrolitica das enzimas durante o processo SSF e sua
atividade de 30 FPU/Qcelylose-

No trabalho de PESSANI et al (2011), a adicdo de enzimas ocorreu somente em
relacdo a carga inicial de substrato, ndo ocorrendo alimentacdo de enzimas ao longo do
mesmo, de forma semelhante ao presente estudo. Esses resultados ajudam a concluir que a
adicdo de enzimas somente no inicio do processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
em batelada alimentada e com volume equivalente a quantidade inicial de solidos ja presentes
inicialmente no meio, sem adi¢Ges durante as alimentacGes, ndo influiu negativamente na
eficiéncia do processo, além de permitir uma economia no custo do processo SSF. De forma
que essa estratégia de ndo alimentar enzimas durante os ensaios foi mantida no presente

estudo em todos os processos em batelada alimentada.
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Com isso, os processos SSF em batelada alimentada foram analisados em relacdo
ao processo em batelada de sacarificacdo e fermentacdo simultdneas com pré-sacarificagdo
(PSSF) e com carga de CAB-OH de 20%, sendo verificado que ambos os processos
semicontinuos melhoraram em 17% a producdo maxima de etanol, e em 16% a eficiéncia, em
relacdo ao processo em batelada.

RUDOLF et al (2005) compararam a producdo de etanol por sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas em batelada e batelada alimentada de madeira de uma conifera do
género Picea. Os autores estudaram processos em batelada e batelada alimentada, sendo os
descontinuos com a carga de 10% de solidos e os semi-continuos com a carga inicial de 6% e
a final de 10 %, variando a concentracdo de inoculo (2, 3 e 5 g/L). Esses concluiram que ndo
houve diferenca significativa na eficiéncia e producdo maxima de etanol entre 0s processos,
atingindo uma producdo de etanol em batelada alimentada com 5 g/L de células de 42 g/L,
resultado bem similar a producdo de etanol em batelada com carga de 10% de s6lidos no
presente estudo. Os autores, porém, ndo realizaram experimentos com carga maior de sélidos.
Enquanto os autores desse trabalho ndo conseguiram uma diferenca significativa entre os
processos descontinuos e semi-continuos com uma menor carga de sélidos, o presente estudo
conseguiu uma diferenca significativa, aumentando em 17 % a concentracdo de etanol no
caldo fermentado com o processo apresentando elevada carga de solidos, em relacdo aos
processos em batelada SSF com carga de 15 % e PSSF com carga de 20%.

Entre as duas estratégias de alimentacdo (FB1 e FB2), a que apresentou melhores
resultados foi a com quatro alimentacbes (FB2), haja vista que essa apresentou menor
acumulo de glicose no meio reacional ao final de 72 horas, sendo de aproximadamente 5 g/L
(Figura 11B). Dessa forma, a estratégia com quatro alimentagdes (uma alimentacao a cada 12
horas) foi escolhida para a continuidade do projeto.

Em seguida, foi realizado um processo em batelada alimentada com carga inicial
de 15% de CAB-OH e final de 25% (FB3), visando obter uma maior concentracdo de etanol e
o resultado com os perfis de concentracdo de glicose, xilose e etanol com o tempo estdo

apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Perfis de concentracdo de glicose, xilose e etanol com o tempo para 0 processo em
batelada alimentada com carga inicial (%m/V) de 15% e final de 25% com estratégia de
alimentacdo de 4 alimentagdes (FB3). As retas tracejadas na vertical correspondem as
alimentagdes de substrato. Glicose (m);Xilose( A ) eEtanol(e).

Com a Figura 14, é possivel verificar que a producdo de etanol atingiu 68 g/L em
28 horas de processo, permanecendo constante até o fim do mesmo. As concentracdes de
glicose e xilose acumularam e atingiram, aproximadamente, 25 g/L e 15 g/L, respectivamente,
ao final do processo. Esse acumulo dos acucares monomeéricos (glicose e xilose) ocorreu
devido a continuidade da atividade hidrolitica em detrimento da cessdo da atividade
microbiana.

A Tabela 5 apresenta os parametros calculados para os processos em batelada
alimentada com carga inicial de 10% de CAB-OH e final de 20% (com duas e quatro

alimentagdes) e com carga inicial de 15% e final de 25%.
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Tabela 5.Parametros calculados para os processos em batelada alimentada com carga inicial (%m/V) de 10% de CAB-OH e final de 20% (com
duas e quatro alimentacgdes) e a batelada alimentada com carga inicial (%om/V) de 15% e final de 25% com quatro alimentagdes.

Estratégias de alimentacéo

Parametros de processo

Carga inicial | Carga final N° de Intervalo entre / / 0 . “(h 0
Nome (%m/V) (%m/V) alimenta(;c”)es alimentagﬁes (h) F)mé\x (g I—) Vetanol Vsolugéo ( A)) QP (gl— ) Tempo ( ) n (/O)
FB1 10 20 2 24 67,90 + 0,44 8,61 + 0,04 1,21 +0,01° 56 80,53 + 0,40°
FB2 10 20 4 12 68,02 + 0,48 8,62 + 0,04 1,21 +0,02° 56 80,67 + 0,35
FB3 15 25 4 12 67,87 £ 0,53 8,60 + 0,05 2,42 £0,01° 28 64,05 + 0,51"

Os valores dos parametros sdao médias de analises realizadas em triplicata + desvio padrdo das amostras. Valores com as mesmas letras, em
sobrescrito, e na mesma coluna, ndo sdo significantemente diferentes um do outro com um nivel de confianca de 95 % (P < 0,05).
“Tempo onde foi calculada a produtividade do processo.
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Uma andlise do tipo ANOVA foi realizada para a producdo méaxima de etanol
entre os processos em batelada alimentada na Tabela 5 e foi verificado que os valores sédo
similares, de forma que o0s processos ndo apresentaram diferenca significativa nesse
parametro. Da mesma forma aconteceu para a porcentagem volume de etanol por volume de
solucdo (%Vetanol/ Visolugao), onde os parametros foram similares dentro do desvio padréo das
amostras para os trés processos (FB1, FB2 e FB3).

A produtividade e a eficiéncia foram similares estatisticamente para 0s processos
FB1 e FB2. J& o processo FB3, apesar de possuir a menor eficiéncia de processo (64,05 +
0,70%), possuiu a mais elevada produtividade (2,42g/L.h™") devido ao fato de ter atingido a
producdo maxima de etanol com 28 horas de processo seguida cessdo da atividade
fermentativa. A baixa eficiéncia do processo FB3 se deveu ao calculo desse parametro ocorrer
com a carga total de bagaco adicionada ao meio SSF, que, no caso desse processo, é a maior
carga de CAB-OH do estudo: 25 %.

Dessa forma, mesmo alimentando até uma carga maior de sélidos (25%), o
processo FB3 atingiu similar concentracdo de etanol em relacdo a FB1 e FB2. Isso da um
indicativo de um possivel limite de tolerdncia para a levedura K. marxianus ATCC36907 em
torno de 68 g/L de etanol no caldo fermentado, quando a atividade fermentativa cessou em
torno de 28 horas de processo.

Outros estudos relataram a cessdo da atividade fermentativa de cepas de K.
marxianus associada a concentracdo de etanol. SURYAWATI et al (2008) descreveu, em seu
trabalho, a cessdo da producdo de etanol de K. marxianus IBM4 com 72 horas a 45°C, e com
96horas a 41°C, de sacarificagdo e fermentagdo simultaneas, mas essa inibicdo da producédo
do etanol ocorre ndo s6 devido a concentracdo do mesmo, mas também devido a concentracéo
de acido acético produzido. O autor descreveu que a inibi¢cdo aconteceu pelo conjunto de
fatores: elevada temperatura, concentracdo de etanol e baixo pH causado pela concentragéo de
acido acético no meio reacional. J& BALLESTEROS et al (2004) descreveu a cessdo da
atividade fermentativa de K. marxianusCECT 10875 a 42°C entre 72 e 82 horas de
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas, mas que essa inibicdo se deu a um stress metabolico
causado pela baixa concentracdo de glicose e elevada concentracdo de etanol no meio
fermentativo. ZAFAR et al (2006) também descreveu a inibicdo da atividade fermentativa
para a producdo de etanol a partir de K. marxianusMTCC 1288 devido a concentragdo de

mesmo.
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PESSANI et al (2011) realizaram estudos de producdo de etanol de segunda
geracdo atraveés de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas da palha de Panicum virgatum,
uma arvore nativa da América do Norte, utilizando K. marxianus. Os autores realizaram
estudos em batelada e batelada alimentada. Os autores obtiveram um rendimento de 82 %,
similar ao do presente estudo para os processos FB1 e FB2.

PEJO etal (2009) realizaram a producdo de etanol a partir de sacarificacdo e
fermentacdo simultdneas, com batelada alimentada, de palha de trigo, por K.
marxianusCECT10875, sendo que foram utilizadas celulases do complexo NS50013 e B-
glicosidades do complexo NS50010, ambos sendo fornecidos pela Novozymes. Foram
realizadas estratégias de alimentacdo para atingir uma maior concentracdo de etanol no
processo com elevadas cargas de solidos (14 % m/V) Dessa forma a maior concentracdo de
etanol foi atingida (36 g/L) com a estratégia de carga inicial de 10% e uma Unica alimentacao
de 4% em 12 horas e 72 horas de processo SSF. Os autores relataram um aumento de 20% na
concentracdo de etanol no meio reacional, em relacéo ao processo em batelada.

ZHANG et al (2010) também realizaram processos em batelada alimentada, em
conjunto com sacarificacdo e fermentacdo simultaneas, com elevadas cargas de solidos, para a
producdo de etanol a partir de celulose de sabugo de milho, pré-tratado com H,SO,, seguido
de NaOH, por Saccharomyces cerevisae. Os experimentos partiram de carga inicial de 19% e
atingindo 25%, sendo que foram variados os intervalos de adicdo (2, 4 e 8h). As dosagens
enzimaticas com complexo Cellulase GC220 corresponderam a atividade de 22,8
FPU/Qgiucanos- Os autores obtiveram uma eficiéncia de 79,6% com o intervalo de adigdes de 4
horas, resultado superior ao do presente estudo, atingindo uma concentragcdo de CAB-OH de
25%, a eficiéncia obtida foi de 64%. O resultado dos autores pode ter sido superior pela
utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisae e essa apresentar maior toleréncia ao etanol
(ROSA e SA-CORREIA et al, 1992).

Os resultados do presente trabalho foram superiores aos de BALLESTEROSet al
(2002), sendo que esses autores realizaram batelada alimentada com SSF para a producdo de
etanol a partir de papel reciclado pré-tratado com peroxido de hidrogénio alcalino, a partir de
K. Marxianus CECT 10875. Os autores partiram de uma carga inicial de 5% e chegaram a
10% com adigdes de 3 e 2%, a cada 24 horas. Essas alimenta¢Ges também contiveram adi¢des
de enzimas, de forma a manter a atividade de 15 FPU.Qcetuiose -. OS autores, mesmo utilizando

uma baixa carga de solidos, obtiveram uma eficiéncia de 79,7%, enquanto que no presente
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estudo, com elevadas cargas de solidos e sem alimentacdo enzimatica, foi obtida uma
eficiéncia de aproximadamente 81%.

De acordo com ZHANG et al (2010) e PEJOet al (2009), a %Vetanol/Visolucio
minima necessaria para que a destilagdo do caldo fermentado seja viavel economicamente é
de 4%. Dessa forma, se baseando apenas nesse parametro, todos os processos em batelada e
batelada alimentada sdo vidveis tecnicamente para destilacdo, menos 0s processos SSF e
PSSF com carga de 7,5%.

Nos processos em batelada alimentada, a adigdo de enzimas ocorreu s6 no inicio
dos processos SSF e sem adi¢cdo enzimatica durante os mesmos. De forma que os processos
FB1 e FB2 apresentaram similar gasto enzimatico em relacdo ao processo SSF com carga de
10%, sendo que os processos FB1 e FB2 aumentaram em 66% a producdo em etanol em
relacdo ao processo em batelada, porém ocorreu o gasto com matéria-prima foi o dobro no
semi-continuo. O processo FB3 também apresentou similar gasto enziméatico que o processo
SSF com carga de 15 %, apesar do gasto com matéria-prima ter sido 1,6 vezes maior para o
processo semi-continuo, o qual apresentou um aumento de 17 % na producdo de etanol em
relacdo ao processo em batelada. Os processos que apresentaram similar gasto com matéria-
prima foram FB1, FB2 e o PSSF com carga de 20 %, porém esse processo em batelada
apresentou o dobro do gasto enzimatico dos processos FB1 e FB2 (com similar gasto
enzimatico entre si), e esses processos em batelada alimentada aumentaram em 17% a
producdo de etanol em relacdo aos processos em batelada SSF com carga de 15 % e PSSF
com carga de 20%.

Dessa forma, entre todos os processos, em batelada e batelada alimentada, o que
apresentou maior eficiéncia foi o SSF com carga de 10 % (98 %), porém 0S processos em
batelada alimentada apresentaram maior e similar producéo de etanol de 68 g/L.

Entre os processos semi-continuos, o que apresentou menor acumulo de agucares
monomeéricos (glicose e xilose) e similar gasto enzimatico ao SSF com carga de 10 %, foi o
processo com carga inicial de 10 % e final de 20 % (FB2). No entanto, o processo FB3 (carga
inicial de 15 % e final de 25 %, com 4 alimentacdes), apesar de ter possuido a menor

eficiéncia, apresentou a maior produtividade do estudo.
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4.5.Balanco de massa

O balanco de massa nos processos SSF se faz necessario para verificar a producéo
de etanol a partir do consumo da matéria prima: o bagago do pedunculo do caju in natura, e
comparar a viabilidade de alguns processos SSF realizados no estudo quanto a demanda de
matéria prima. Para isso é necessario calcular o rendimento de etanol em relacdo a quantidade
de bagaco in natura (Ygcag), 0 qual é obtido através do balanco de massa (Figura 15) para o

processo desde o pré-tratamento até a producdo do etanol ao final do processo SSF.

m
Pré-tratamento CARen Sacarificagdo e
M pART =— A fermentagio Mg 000
acido-alcali
simultaneas

Recgop XEtanol

Figura 15.Fluxograma representativo do balanco de massa nas etapas do processo de
producdo de etanol por Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF) a partir do bagaco do
pedunculo do caju em base seca.

Primeiramente 0 bagaco de caju seco e obtido ap6s pré-tratamento primario
(CABr)é submetido ao pré-tratamento acido (H,SO,4) seguido de alcali (NaOH), sendo Recsor
a fracdo de recuperacdo de sélidos ap6s o pré-tratamento da matéria-prima e seu valor igual a
0,095. O sdlido recuperado apds o pré-tratamento (Mcag-on) € submetida ao processo de
Sacarificacdo e Fermentacdo Simultaneas (SSF), onde é transformado em etanol (Mganoi),
sendo Xegunoid fracdo do CABOH que é transformada no produto principal da fermentacédo,a
qual depende da eficiéncia do processo SSF (1 em %).

Com isso, foi possivel calcular o rendimento de bagaco in natura(CAB) em etanol
ou rendimento global em etanol (Ygccas), dividindo a massa de etanol no final do fluxo do
processo pela massa de bagaco CABt no inicio do mesmo (Figura 15), sendo obtido o
rendimento de etanol em relacdo a 1 Kg de bagaco em base seca (getanol/ Kgcas)-

Esse foi obtido para os processos SSF em batelada com carga de 7,5, 10 e 15 %,
PSSF em com carga de 20 %, além dos processos em batelada alimentada com carga inicial
de 10 % e final de 20 % e quatro alimentagdes (FB2), e carga inicial de 15 % e final de 25 %

com quatro alimentac6es (FB3). O rendimento global em etanol foi calculado de acordo com
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relacdo a producdo méxima de etanol de cada processo e com a carga de bagaco presente no
meio, relativa a essa producdo maxima.
Os resultados do calculo do rendimento de CAB em etanol (Ygcag) estdo na

Figura 16.

SSF7,5% SSF 10 % SSF 15% PSSF20% FB2 FB3
Processos SSF

Figura 16.Ygicag (Qeano/KQcas) para 0s processos SSF em batelada com carga de 7,5, 10 e
15%, para 0 PSSF em batelada com carga de 20% e para 0s processo SSF em batelada
alimentada com carga inicial de 10% e final de 10% com quatro alimentacdes (FB2), e carga
inicial de 15 e final de 25 % (FB3).

De acordo com a Figura 16, é possivel verificar que o processo SSF com carga de
10% foi o que apresentou maior rendimento de etanol em relacdo a quantidade total de bagago
in natura(40 Qewno/Kgcas). Dessa forma, esse processo foi o que apresentou melhor
viabilidade frente & quantidade de matéria-prima.

Os processos SSF com carga de 7,5 e 15 %, foram os queapresentaram segundo
maior e similar (com confianca de 95 %) Ye/cas (37 Qetano/KQcas), seguido dos processos em
batelada alimentada (FB2 e FB3), que apresentaram similar valor (com confianca de 95 %) de
32 Qetano/KQgcas, jd 0 processo PSSF com carga de 20 % foi o que apresentou menor
viabilidade frente a quantidade de matéria-prima, pois apresentou menor Ygcas(32
Oetanol/KQcas), de modo que apresentou uma baixa eficiéncia de producdo de etanol frente a
quantidade de celulose alimentada.

GUILHERME (2014) calculou o rendimento global em etanol para a producdo de
etanol por sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) do bagaco de cana-de-aclicar pré-
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tratado com 4acido-alcali (H,SO,4 seguido de NaOH) e a levedura utilizada foi Kluyveromyces
marxianus ATCC36907, sendo que o autor obteve um rendimento de 41,6 getano/ KUsiomassa nao-
tratada, SENCO €sse rendimento préximo ao do processo SSF com carga de 10 % do presente
estudo.

GURAGAIN etal (2014) também calculou o rendimento global em etanol para o
processo de sacarificacdo e fermentacdo separadas (SHF) da palha de trigo pré-tratada com
NaOH e a levedura utilizada foi Saccharomyces cerevisae. Dessa forma, o rendimento obtido
foi de 120 getanol/KgBiomassa nio-tratadas SENAO €SS muito superior ao maior obtido no presente
estudo (40 Qetwno/Kgcas), sendo que isso se deveu a elevada recuperacdo de sélidos ap6s o
pré-tratamento da palha de trigo (cerca de 58 %).

Dessa forma devem ser estudadas melhorias no processo de pré-tratamento acido-
alcali para uma aumentar a recuperacdo de CAB-OH sélido ao final mesmo, para que ocorra o

aumento do rendimento do etanol em relacdo a quantidade de matéria-prima utilizada.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados, o0 CAB-OH apresenta como um substrato promissor
para a producdo de etanol por processos SSF e PSSF, utilizando elevadas cargas de solidos,
em batelada e batelada alimentada.

O processo suplementado com apresentou maior producdo de etanol (30 g/L),
seguido de menores acumulos de glicose e xilose, e ndo possuiu acimulo de celobiose. Esse
processo também apresentou maior %Vetanol/ Vsolucao (3,73%) € maior eficiéncia (93%) em
relagdo ao processo ndo suplementado. Dessa forma, foi justificada a necessidade de
suplementacdo enzimatica do meio SSF.

A pré-sacarificacdo ndo proporcionou um aumento na eficiéncia dos processos
SSF, sendo que os parametros de producdo maxima de etanol e eficiéncia foram similares
para os processos PSSF e SSF nas cargas de 7,5 e 10%, porém o processo SSF foi superior ao
PSSF quando foi utilizada a carga de 15 %, e 0 processo PSSF com carga de 20 % apresentou
a menor eficiéncia (70 %) e o menor rendimento global em etanol (27 getano/Kgcas), porém
apresentou a maior producdo maxima de etanol para os processos em batelada (58 g/L), a qual
foi similar a producdo do processo SSF com carga de 15 %.

Entre todos os processos, em batelada e batelada alimentada, o que apresentou
maior eficiéncia foi o SSF com carga de 10 % (98 %), sendo também o que apresentou maior
rendimento de matéria-prima em etanol (Qetno/Kgcas), porém os processos em batelada
alimentada apresentaram maior e similar producéo de etanol do estudo: 68 g/L.

Entre os processos em batelada alimentada, o processo com carga inicial de 10 %,
final de 20 % e quatro alimentac@es, com intervalo de 12 horas,apresentou 0 menor acimulo
de agucares monomeéricos (glicose e xilose), eficiéncia de 81 %, rendimento global em etanol
de 32 gewno/Kgcag, além de consumo enzimatico similar ao processo SSF em batelada com
carga de 10 %. Porém, o processo com carga inicial de 15 % e final de 25 %, apesar da menor
eficiéncia de processo (64 %), apresentou a maior produtividade do estudo (2,4 g/L.h) e o
mesmo rendimento global em etanol que o anterior e gasto enziméatico similar ao processo
SSF em batelada com carga de 15 %, sendo esse processo semi-continuo com carga final de
25 % o que apresentou 0s melhores resultados do presente estudo.

A %V etanol/ Vsolugzo Minima necessaria para que a destilagéo do caldo fermentado
seja viavel economicamente € de 4%. Dessa forma, se baseando apenas nesse parametro,

todos 0s processos em batelada e batelada alimentada sdo vidveis tecnicamente para
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destilacdo,e os processos com carga de 7,5 %, apesar de apresentarem 0 segundo maior
rendimento global em etanol (37 gewano/Kgcas), apresentaram uma concentracao de etanol no

meio fermentado abaixo de 4 %, sendo inviaveis para destilacéo.
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