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RESUMO

O etanol representa o combustivel renovavel, alternativo a gasolina, que mais cresce em
volume de produgéo e uso, devido a sua eficiéncia, sustentabilidade e a necessidade da
ampliacdo da matriz energética mundial. Assim, o estudo da producdo de etanol de
segunda geracdo (E2G) se mostra interessante pela possibilidade de se aproveitar
residuos agroindustriais e parte do excedente de bagaco de cana-de-agUcar das usinas na
producéo de etanol. Os microrganismos que produzem o complexo de celulase podem
ser encontrados no em varios ecossistemas incluindo o Cerrado brasileiro que detém
cerca de 5% da biodiversidade do planeta e é fonte de fungos utilizados na fermentagéo
em estado solido (FES) de residuos agroindustriais e subprodutos para producéo de
enzimas variadas. Na presente tese avaliou-se 0 uso de 71 amostras de fungos
selecionados no Cerrado do Triangulo Mineiro, na producéo de extrato enzimatico bruto
(EEB) por FES de bagaco de cana pre-tratado a explosdo a vapor e farelo de arroz
destinado a fermentacdo via Saccharomyces cerevisiae para producdo de etanol de
bagaco de cana. Seis formas distintas de produzir E2G com EEB foram estudadas e
também foi feita a otimizacéo das condi¢Ges operacionais de fermentacdo com hidrolise
simultanea a fermentag&o pelo uso de rede neural. As seis formas estudadas foram: a) o
uso de diferentes meios de extracdo do complexo enzimaético (solugdo de Tween 80,
soro de queijo na forma hidrolisada e ndo hidrolisada); b) fermentagfes sucessivas; c)
batelada alimentada; d) fermentagdo sequenciais com Saccharomyces cerevisiae e
Pichia stipitis nesta ordem e na ordem inversa (Pichia stipitis e Saccharomyces
cerevisiae); e) hidrolise em separado da fermentacdo alcodlica (FA); f) concentracdo
dos extratos enzimaticos. Entre os fungos avaliados, Mucor racemosus Fresenius e
Aspergillus niger se destacaram na producdo de complexos enziméticos capazes de
gerar maior producdo de etanol, sendo que os melhores resultados associados a
producéo de etanol com hidrolise simultdnea a fermentacdo foram: 30,1 g/L de etanol
em 72h de FA com extrato enzimatico de M. racemosus Fresenius no uso conjunto de
biomassa de soro de queijo hidrolisado e celulose; nas FA sucessivas foi obtido
aproximadamente 29,0 g/L e 32,0 g/L de etanol celuldsico (120 h de FA) para enzimas
produzidas por M. racemosus Fresenius e A. niger, respectivamente; e 20,6 g/L de
etanol celuldsico para processo realizado com uma uUnica fermentacdo alcodlica por
extrato enzimético (A. niger) concentrado por evaporacdo a vacuo em Rotaevaporador.
O estudo de otimizacdo das condig¢des de FA utilizando rede neuronal mostraram como
melhor resultado 12,6 g/L de etanol nas condicGes: diluicdo do extrato enzimatico de
88,4%, temperatura de 36,6°C, teor de bagaco de 25% e 34,6 g/L de inoculo.Os
resultados obtidos para CEC e fungos selecionados sdo satisfatérios quando comparados
com o0s encontrados na literatura em estudos com enzimas comerciais em condigdes
otimizadas, 0 que sugere que para a producdo de E2G o trabalho de coleta e selecdo de
microrganismos e o uso de EEB sdo de grande importancia na producédo de E2G.

Palavras-chave: etanol de segunda geracao, fermentacéo em estado solido, bagaco de
cana-de-acucar, Aspergillus niger, Mucor racemosus Fresenius.



ABSTRACT

Ethanol’s sustainable growth, energy supply structure and fuel efficiency have resulted
in more worldwide increases for ethanol use than for any other renewable fuel
alternative to gasoline. Thus, the study of second generation ethanol (2GE) is one of the
most important steps for the valorisation of byproducts that are generated from agro-
food industry activities and for promoting better use of surplus sugarcane bagasse in
ethanol production. The microorganisms that are able to produce cellulase complex
enzyme can be found in various environments including the Brazilian Savanna
(Cerrado) ecosystem, which comprises about 5% of the biodiversity in the world. The
cerrado has significant potential for producing commercial enzymes by solid state
fermentation (SSF) of various agro- industrial wastes and byproducts. In this doctoral
thesis, 71 select strains of fungi from the Brazilian Savanna in Minas Gerais State
(Triangulo Mineiro-MG) were processed using SSF from sugarcane bagasse and rice
bran to produce crude enzyme complex (CEC). The CEC and Saccharomyces cerevisiae
were used to produce ethanol from sugarcane bagasse. Six strategies to increase ethanol
yield from sugarcane bagasse were evaluated and simultaneous saccharification and
fermentation were optimised using a neural network. The following strategies were
evaluated: a) CEC was extracted after SSF by employing different extractive mediums
(cheese whey, Tween 80 and hydrolysed cheese whey); b) successive fermentations; c)
fed-batch fermentation; d) co-fermentations using Saccharomyces cerevisiae followed
by Pichia stipitis and reversing the order of fermentation; €) separated hydrolysis and
fermentation and f) use of concentrated CEC. The CECs produced by Mucor racemosus
Fresenius and Aspergillus niger showed propensities for producing ethanol. In this
study, the combined use of CEC and these fungi resulted in 30.1 g/l of ethanol after 72 h
of fermentation using mixed biomass of cheese-whey and sugarcane bagasse and CEC
from Mucor racemosus Fresenius; 29.0 and 32.0 g/l from CEC produced by Mucor
racemosus Fresenius and Aspergillus niger, respectively, after 120 h of sucessive
fermentations; 20.6 g/l of ethanol using CEC produced by Aspergillus niger and
concentrated by rotoevaporation. The neural network study showed that a maximum
ethanol concentration of 12.6 g/l was achieved under the optimal conditions of 47 h,
88.4% of CEC, 36.6 °C, 34.6 g/l of inoculum and 250 g/L of sugarcane bagasse. Results
indicate that ethanol concentrations correspond with studies, reported in the literature,
of commercial enzymes produced under optimised conditions, which suggests the
importance of screening new strains and using CEC in 2GE production.

Keywords: second generation ethanol, solid-state fermentation, sugarcane bagasse,
Aspergillus niger, Mucor racemosus Fresenius.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O etanol representa o combustivel renovavel que mais cresce em volume de
producdo e uso tanto por questbes ambientais, questdes do esgotamento do petroleo,
como pela possibilidade de ampliacdo de escala de produgédo sem restrigdes pelo uso de
biomassas alternativas capazes de garantir a sustentabilidade da producéo e reduzir a
poluicdo ambiental associada ao acumulo de residuos agroindustriais como aqueles
ricos em celulose e o proprio soro de queijo, que hoje, pelo volume gerado e custos de
tratamento, constitui um importante subproduto ja bastante estudado como matéria-
prima da produgdo de etanol (OZMIHCI e KARGI, 2006; DIAS et al., 2013g;
THOMAS, LARROCHE, PANDEY, 2013).

O Brasil € um dos maiores produtores de residuos agroindustriais, com
destaque para bagaco e palha de cana-de-agucar, soro de queijo e residuos de
beneficiamento de arroz (CTC, 2012; CONAB, 2013, UNICA, 2014). Sendo o0 maior
produtor mundial de cana-de-acUcar (Saccharum sp.), na safra 2013/2014 foram moidas
aproximadamente 650 milhdes de toneladas (UNICA, 2014). Para cada tonelada de
cana-de-agucar processada sdo gerados em media 280 kg de bagaco (PANDEY et al.,
2000; CTC, 2012). A induastria da cana gera cerca de 186 milhGes de toneladas de
bagaco por ano no Brasil (SOCCOL et al., 2010), parte desse residuo é utilizada na
cogeracdo de energia em usinas de agucar, restando aproximadamente 5-12 milhdes de
toneladas por ano (CARDONA, QUINTERO e PAZ, 2010).

Assim, o bagaco de cana destaca-se como alternativa promissora na producao
de etanol de celulose, pois se encontra prontamente disponivel nas destilarias, ndo
apresenta custo adicional, possui elevado teor de carboidratos, o que permitiria ampliar
a producdo deste combustivel no pais sem aumentar as areas de plantio. A producgéo de
etanol de segunda geracdo (E2G) a partir destas biomassas devera tornar-se cada vez
mais importante (MAIS et al., 2002; VASQUEZ, 2007; FERREIRA, et al., 2010;
VASQUEZ, 2007).

A producdo de E2G é, geralmente, realizada em quatro etapas: pré-tratamento
da biomassa para abertura das fibras, hidrolise enzimatica para obtencdo de agucares
fermentesciveis, fermentacdo destes agUcares a etanol, separagdo e purificagdo (BINOD
et al., 2012; TYEA et al., 2012; SILVA et al., 2012). O custo da hidrélise enzimatica de
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materiais lignocelulésicos é um problema relevante, que pode ser mitigado pelo
desenvolvimento de novos bioprocessos de producdo de enzimas celuldsicas
(CARDONA, QUINTERO e PAZ, 2010; SINGHVI, ADSUL e GOKHALE, 2011).

Celulases sdo um complexo enzimatico, formado por um composto de enzimas,
que atuam sinergicamente. S&o classificadas dependendo do local de acdo no polimero
de celulose. As endoglucanases (endo 1,4-D-glucanohidrolase) que atuam de forma
aleatoria, quebrando ligagcOes na molécula de celulose; as
exoglucanases/celobiohidrolase (1,4-p-D-glucana-celobiohidrolase), que removem
unidades de celobiose das extremidades ndo redutoras da cadeia de celulose e as f-
glucosidases, as quais degradam celobiose e celooligossacarideos a glicose (FERREIRA
et al., 2010; SOCCOL et al., 2010).

As celulases sdo produzidas por fermentagdo submersa (FS) ou fermentacédo
em estado solido (FES). A grande vantagem da FES é que os residuos lignoceluldsicos
podem ser utilizados como substrato. Além disso, a FES proporciona condi¢bes de
crescimento que sdo similares ao ambiente natural dos fungos filamentosos.
Empregando FES, consegue-se maior interagdo entre o microrganismo e o substrato,
resultando em maiores concentragdes de enzima (SINGHANIA et al., 2010; FARINAS,
2011).

Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Chaetomium, Monillia, Mucor e outros
fungos tém sido relatados por varios pesquisadores como produtores de enzimas
celuloliticas por FES e a fonte mais promissora de ampliar as enzimas essenciais aos
avangos na tecnologia de enzimas, incluindo a produgdo de etanol (BUZZINI e
MARTINI, 2002; EL-SAID e SALEEM, 2008; FISCHER et al., 2013).

Enzimas celuloliticas de fungos tém sido pesquisadas em varios ambientes,
incluindo savanas brasileiras (Cerrado), ecossistemas que ocupam 22% do territério
brasileiro e tem cerca de 2 milhdes de quildmetros quadrados (MMA, 2013). O Cerrado
€ um dos maiores biomas do mundo, rico em biodiversidade e com grande potencial
para selecdo de microrganismos capazes de produzir complexo enzimatico necessario a
hidrélise de celulose e que até entdo tem recebido menos atencdo do que outros biomas
(RATTER et al.,, 1997; MARCHANT, 2010; THOMAS, LARROCHE, PANDEY,
2013; FISCHER et al., 2013).

Na fermentacdo para producdo de E2G ha diferentes fatores que influenciam na

economia do processo. O pré-tratamento fisico-quimico do material lignocelulésico, a
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hidrélise enzimatica e a forma como é realizada a fermentagdo devem ser combinados
de forma a reduzir o gasto de energia, reduzir o tempo de processo, aumentar a
concentracdo final de etanol e, também, melhor aproveitar a biomassa no sentido de
ampliar a rentabilidade do processo pelo aproveitamento de subprodutos na co-geragédo
de energia elétrica (LEVER, HO e CORD-RUWISCH, 2010; XIN et al., 2013; DIAS et
al., 2013a).

A etapa de hidrolise enzimatica € a etapa de maior gasto de recursos e uma das
formas de buscar a reducdo de custos nesta etapa, consiste em produzir o extrato
enzimatico ndo purificado no mesmo local onde o processo fermentativo serd realizado
valendo-se da fermentacdo em estado solido que traz como economia a reducdo de
custos que incluem a purificagdo, concentragdo, adicdo de tampdes, estabilizantes,
conservantes, embalagem e transporte de enzima (LEVER, HO e CORD-RUWISCH,
2010; Xin et al., 2013; DIAS et al., 2013a; ROCHA et al., 2013).

Esta tese visa atender ao projeto “Producéo de etanol pelo uso de complexo
enzimatico misto de Aspergillus niger e cepas selecionadas do ecossistema do Cerrado”
do Edital MCT/CNPg/FNDCT NO 046/2009 - Formagdo de recursos humano em etanol
e biodiesel. O presente estudo iniciou-se em com a dissertacdo de mestrado defendida
em 20/07/2011 pela discente Nattacia Rodrigues de Aradjo Felipe Rocha, na qual foi
estudada a producao de complexo enzimatico gerado a partir de residuos agroindustriais
e Aspergillus niger ATCC 16404 (proveniente de colegdo de cultura) e na sequéncia a
producdo de bioetanol utilizando o mesmo residuo, com a finalidade de atender a
primeira etapa desse projeto, que consiste em comparar a atuagdo de complexo
proveniente de cepas de colecdo de cultura e cepas coletas no Cerrado (segunda etapa
do projeto). Assim, o objetivo do presente trabalho foi produzir complexos enzimaticos
de fungos selecionados no ecossistema do Cerrado destinado a hidrolise de biomassa
para producdo etanol de segunda. E os objetivos especificos foram:

v" Coletar microrganismos na regido do Cerrado do Triangulo Mineiro e
selecionar os melhores quanto ao potencial hidrolitico para producdo de etanol
celulosico;

v" Produzir complexos enzimaticos por fermentacdo em estado sélido de

residuos agroindustriais e fungos previamente selecionados;
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v' Testar uma sequéncia de experimentos com alteracdes no processo e em
suas variaveis de forma a aumentar a produgdo de etanol, empregando o extrato
enzimatico produzido por residuos agroindustriais;

v' Gerar extratos enzimaticos composto pela mistura de combinacfes das
enzimas geradas nas diferentes fermentacGes e avaliar seu potencial na producgdo de
etanol;

v' Avaliar técnicas de concentracdo dos extratos, visando aumentar a

capacidade hidrolitica das enzimas obtidas e a producéo de etanol.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

A busca por fontes de energia renovaveis tem aumentado, uma vez que se
verifica a necessidade de solucdes para problemas relacionados a escassez energética e
controle da poluigdo. A utilizacdo de biomassas lignoceluldsicas e de residuos
agroindustriais tem sido apresentada como alternativa a estas problematicas, visto que
podem ser utilizadas na producdo de enzimas e etanol celuldsico. Devido a sua
importancia, no contexto social, ambiental e econdmico, as tecnologias da cadeia
produtiva deste biocombustivel ainda necessitam ser melhor estudadas, visando
melhoria da produtividade, eficiéncia e redugdo dos custos de produgdo. Assim, neste
capitulo serdo abordados temas pertinentes ao desenvolvimento do presente trabalho,
iniciando a abordagem com as biomassas de residuos agroindustriais, bem como
composicdo quimica e pré-tratamentos mais utilizados na abertura das fibras
lignoceluldsicas. Na sequéncia, apresenta-se uma revisdo sobre producdo de enzimas
utilizadas na hidrolise destas biomassas, dando énfase a producdo por fermentagdo em
estado sélido por microrganismos. Em seguida, sera abordada a fermentagdo alcodlica
dos acucares hidrolisados e estratégias de conducdo dessas fermentacGes. Por fim, uma
contextualizagdo sobre inteligéncia artificial e métodos heuristicos na otimizacdo de

processos de producéo de etanol de segunda geragao.

2.1. Biomassas de residuos agroindustriais

2.1.1. Biomassas lignocelulésicas

As biomassas lignocelulosicas constituem a maior fonte de carboidratos
naturais no planeta, representando mais de 60% da biomassa produzida mundialmente,
0 que equivale a aproximadamente dois bilhdes de toneladas de materiais
lignoceluldésicos. Normalmente contém 55-75% em peso seco de carboidratos, provém
dos residuos agricolas, alimenticios, industriais, de madeira e de plantas como a cana-
de-agUcar e palha de cereais, tornando-se atrativas para producdo de biocombustiveis,
como o etanol, crescimento microbiano e a producdo de enzimas industriais
(SANCHEZ e CARDONA, 2008; DASHTBAN, SCHRAFT e QIN, 2009; SOCCOL et
al., 2010).
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Sua composicdo depende de diversos fatores como o tipo de vegetal, as
condicdes de crescimento, a parte da planta escolhida, o tempo de colheita, entre outros
(SILVA, 2010; RAJEEV, 2010). Basicamente sdo constituidas por celulose,
hemicelulose e lignina, organizadas de maneira que as cadeias de celulose e
hemicelulose sejam fixadas pela lignina (Figura 2.1). Paralelamente, as cadeias de
celulose se mantém compactadas por meio de ligacbes de hidrogénio, enquanto a
lignina circundante “gruda” os componentes e age como uma barreira fisica para o
ataque de microrganismos e &gua. A hemicelulose proporciona a ligacdo entre a
celulose e a lignina formando assim a rede fibrosa (RABELO, 2010).

Hemicelulose Celulose

Figura 2.1 — Complexo lignocelulésico: cadeias de celulose envolvidas por
hemicelulose e lignina. Fonte (adaptado de CERES, 2013).

A celulose é o principal constituinte dos materiais lignocelulésicos (23-50%
em matéria seca). Este polimero natural e renovavel é um homopolissacarideo linear,
com alto grau de polimerizacédo (GP). Uma fibra de celulose pode conter cerca de 5.000-
10.000 unidades de glicose. Possui elevado peso molecular e formula geral (CsH10Os)n,
consiste em unidades de glicose unidas por ligac@es glicosidicas do tipo B (1,4), cuja
unidade repetitiva é a celobiose (PEREIRA Jr, COUTO e SANTA ANNA, 2008;
RABELO, 2010; BORTOLAZZO, 2011). A Figura 2.2 representa a cadeia linear da
celulose.
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Figura 2.2 — Representacdo da cadeia da celulose (RAMOS, 2003).

As cadeias de celulose formam as fibrilas elementares, caracterizadas por duas
regides distintas, a cristalina, de configuragdo mais ordenada formada por cadeias de
celulose, unidas por ligagdes de hidrogénio e por forgas de van der Waals, que se traduz
na resisténcia ao ataque hidrolitico, e a amorfa, menos ordenada e mais susceptivel a
hidrélise enziméatica (GOMEZ, 1985; BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2001). Da
hidrolise da celulose obtém-se polimeros menores, oligossacarideos, que, apods
hidrolises, decompdem-se dando origem a celobiose e a glicose (RABELO, 2010).

A hemicelulose é um heteropolissarideo (15-45% do material lignocelulésico
seco), consiste em cadeias ramificadas de acUcares, cujas unidades incluem pentoses,
hexose, &cidos hexourdnicos e desoxi-hexoses (Figura 2.3). A xilana é o principal
polissacarideo componente da hemicelulose, cuja estrutura corresponde a um polimero
de D-xilose unidas por ligagbes p-1,4 (MORAIS, NASCIMENTO e MELO, 2005;
BALAT e BALAT, 2008; SILVA, 2010).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta baixa massa molecular,
100-200 unidades glicosidicas, e ndo contém regibes cristalinas, sendo, portanto, mais
suscetivel a hidrolise quimica sob condi¢es mais brandas (PEREIRA Jr, COUTO e
SANTA ANNA, 2008).
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Figura 2.3 — Componentes da fracdo hemicelulose (FENGEL e WEGENER, 1989).

A lignina é o componente mais abundante de material lignocelulésico, dentre
0s ndo carboidratos (10-30% em matéria seca), concentrada em tecidos relacionados
com conducgdo de solutos e suporte mecéanico e representa um conjunto de polimeros
amorfos, de alto peso molecular e muitas ligagcdes cruzadas. A estrutura da lignina
apresenta forma tridimensional e amorfa e é formada por unidades de p-propilfenol,
com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas por ligagdes do tipo éter e que
estabelecem ligacBes cruzadas entre si. Esta macromolécula é formada pela
polimerizagdo de trés diferentes mondmeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e
alcool sinapilico (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; SILVA, 2010).

A presenca da lignina é representa um problema importante para o processo de
conversdao de biomassa, porque a estrutura fisica intersticial de lignocelulose nativa é
resistente ao ataque enzimatico, especialmente celulose, que é protegida pela matriz
circundante de lignina, hemicelulose e pectina (PINTO e KRAMDEN, 1996; BERLIN
et al.,2005).

Na Figura 2.4 pode ser observada a complexidade da estrutura recalcitrante dos

materiais lignocelulésicos.
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Figura 2.4 — Esquema da parede celular vegetal, constituida por celulose, hemicelulose
e lignina (adaptado de RUBIN, 2008).

2.1.1.1. Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma espécie com grande taxa de
assimilacdo fotossintética e, por isso, com enorme capacidade para produzir biomassa
contendo acucar, amido, proteinas e lignocelulose (FIGUEIREDO, 2008). Composta
essencialmente por duas partes: liquida e solida. A fase liquida é uma solugdo aquosa,
contendo uma grande variedade de substdncias orgénicas, entre as quais
aproximadamente 90% é sacarose. A fase solida é um residuo fibroso, complexo
composto de celulose, hemicelulose e lignina (DIAS, 2008).

O bagaco de cana-de-acucar é obtido pela moagem da cana. Este residuo
contém de 48 a 52% de umidade, 2 a 3% de solidos sollveis (°Brix), 46 a 48% de

solidos insoluveis (fibra) e caracteristicas fisico-quimicas que dependem do sistema de
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colheita da cana (cana queimada ou mecanica), do corte e da forma de carregamento.
CondicOes climaticas anteriores e posteriores a colheita e diferentes estagios de
desenvolvimento vegetativo podem interferir, também, na composicdo do bagaco de
cana para fins energéticos (CTC, 2012).

A composicdo quimica do bagaco de cana é composta por trés polimeros: 32-
34% de celulose, 27-32% de hemicelulose, 19-24% de lignina, e 4,5-9% cinzas e
quantidades menores de minerais, ceras e outros compostos (JACOBSEN e WYMAN,
2002; RAMOS, 2003; FARINAS, 2011; CANILHA et al., 2012). Devido ao seu baixo
teor de cinzas, o bagago oferece numerosas vantagens para utilizagdo em processos de
bioconversdo em comparagdo com outros residuos de colheitas, tais como palha de
arroz e palha de trigo (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL, 2000).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar. Na safra de 2013/2014
foram moidas aproximadamente 650 milhdes de toneladas (UNICA, 2014) para
producdo de aclcar e etanol (primeira geracdo), sendo o bagaco de cana, o principal
residuo lignocelulésico oriundo da industria sucroalcooleira. Para cada tonelada de
cana-de-agUcar processada sdo gerados em média 280 kg de bagaco (50% de umidade)
(PANDEY et al., 2000; CTC, 2012).

A industria da cana gera cerca de 186 milhdes de toneladas de bagago por ano
no Brasil (SOCCOL et al., 2010). Cerca de 60-90% do bagaco gerado a partir de cana-
de-aclcar moida no pais sdo utilizadas para producdo de vapor e energia e entre 10 e
40% ndo sdo utilizadas, o que representa aproximadamente 5-12 milhdes de toneladas
por ano (CARDORNA, QUINTERO e PAZ, 2010).

Na producdo de etanol de segunda geragéo (E2G), o bagaco de cana representa
o principal material lignocelulésico, pois se encontra prontamente disponivel nas
destilarias, ndo apresentando custo adicional de transporte, e por possuir elevado teor de
carboidratos (MAIS et al., 2002; DIAS et al.,2013a; DIAS et al.,2013b). A implantagéo
da tecnologia de etanol de bagago de cana-de-agUcar ¢é favorecida no Brasil pelo fato do
processo de producdo poder ser construido junto as unidades de acUcar/etanol ja
existentes, o qual exige investimentos menores de infra-estrutura, logistica e
fornecimento de energia (SOCCOL et al., 2010).

No caso brasileiro, estima-se que o bagaco excedente, se fosse utilizado na
producéo de etanol, possibilitaria aumentar a producéo deste combustivel no pais sem
aumentar as areas de plantio (VASQUEZ et al., 2007; FERREIRA, 2010). Estima-se
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que de 1 tonelada de bagaco podem ser produzidos cerca de 300 L de etanol de segunda
geracdo (RABELO et al., 2011; CHANDEL et al., 2011).

Diversos autores tém estudado o bagaco de cana no contexto de biorrefinaria
(RABELO, 2010, RABELO et al.,2011; DIAS et al., 2012; DIAS et al.,2013a; DIAS et
al.,2013b). Os residuos das operacdes de pré-tratamento, hidrolise e fermentagdo
(celulose residual, lignina e, eventualmente, biogas da biodigestdo de pentoses) podem
ser utilizados na produgédo de vapor para 0 processo e, posteriormente, na geracdo de
eletricidade a partir desse vapor.

Outra utilizacdo para esta importante biomassa é como substrato para o cultivo
de grande numero de microrganismos, inclusive bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Entretanto, esses dltimos tém sido os mais utilizados, em razdo da
quantidade de enzimas e do enriquecimento proteico produzidos por eles. Tem-se
comprovado que a bioconversdo do bagaco pode ser economicamente vantajosa em

casos como o da producdo de enzimas (PANDEY et al., 2000).

2.1.2. Farelo de arroz e Soro de queijo

A utilizagdo de matéria-prima proveniente de residuos agroindustriais
tipicamente nacionais vem contribuir também para a reducdo dos custos de producao de
enzimas capazes de converter celulose em agucares fermentesciveis. A escolha destes
materiais deve ser baseada na sua abundancia e baixo custo, bem como as suas
caracteristicas fisico-quimicas (JING, XIONG e WANG, 2007).

O Brasil se destaca como maior produtor mundial de arroz fora do continente
Asiatico, sendo o 9° maior produtor mundial. Grande parte desta gramaninea é
comercializada na forma de arroz beneficiado polido. O processamento dos grdos de
arroz gera graos limpos, cascas, farelo e um p6 conhecido como p6 de arroz. No Brasil
sdo produzidas mais de 10 milhdes de toneladas de arroz (CONAB, 2013) que geram 2
milhdes de toneladas de casca e metade deste valor em farelo. Estes residuos séo
abundantes em todo territorio nacional, pois embora a maior parte de sua produgdo
ocorra na Regido Sul, ele é comercializado com casca e beneficiado regionalmente em
toda extensdo do territério nacional. Os subprodutos farelo, casca e pd sdo pouco
explorados como alimentos: o farelo ndo é utilizado na alimentacdo devido ao baixo

teor de proteina e o pé de arroz ndo é agradavel ao paladar. O farelo de arroz (mesmo
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que seja usado na producdo de 6leo) apresenta 50% de sua composi¢do constituida por
carboidratos e o p6 gerado no polimento do arroz contém um elevado teor de lipidios,
proteinas, minerais, vitaminas (complexo B e C) e celulose (ANUPAMA e
RAVINDRA, 2001; YANG et al., 2003; GALEMBECK, BARBOSA e SOUSA, 2009).

Tais subprodutos sdo excelentes fontes de nutrientes e suporte para que
microrganismos possam crescer e excretar enzimas. O farelo de arroz, por ser boa fonte
de nitrogénio, tem sido usado em misturas com o bagaco de cana-de-agUcar para a
producdo de celulases (SANCHEZ e CARDONA, 2008; SIMOES, 2011).

O soro de leite ou soro de queijo, subproduto da industria de lacticinios €
abundante no cenario nacional, com destaque para o Estado de Minas Gerais. Em 2012,
o0 Brasil produziu segundo a ABIQ (Associacéo Brasileira das Industrias de Queijos 890
mil toneladas de queijo, gerando aproximadamente 6,7 milhdes de toneladas de soro de
queijo (BRASIL, 2012; FORTUNATO, 2012).

O soro representa em torno de 85-95% do volume de leite produzido e retém
55% dos nutrientes do leite (GUIMARAES, TEIXEIRA e DOMINGUES, 2010), entres
0s mais abundantes, estdo a lactose (44-52 g/L), proteinas (6-8 g/L) e minerais (4-9
g/L). Em face dessa rica composi¢do nutricional, este residuo permite, por um lado, uma
série de aplicagdes na industria alimenticia, farmacéutica, racoes e outros derivados. Por
outro lado, pode atuar como agente de poluicdo em cursos d’agua devido a sua alta
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), capaz de comprometer a vida de seres bioticos
neles presentes (GUVEN, PERENDECI e TANYOLACA, 2008; BONNET,
BOGAERTS e BOHATIER, 1999). Como é gerado em quantidades maiores que 0
mercado consegue absorver, o estudo de seu reaproveitamento para producdo de
enzimas torna-se, entdo, uma proposta interessante na obtencdo de um produto com alto
valor no mercado.

Pesquisas mostram a utilizacdo de soro de queijo como meio basico para
varios processos fermentativos, como na produgdo de etanol e como substrato e fonte de
carbono para producdo de enzimas, como as celulase, contribuindo assim para
reutilizagdo deste subproduto industrial (HATZINIKOLAOU et al, 2005;
SUKUMARAN, SINGHANIA e PANDEY, 2005; GUIMARAES, TEIXEIRA e
DOMINGUES, 2010; DRAGONE et al., 2011; ROCHA et al., 2013).

Rocha et al. (2013) investigaram a producdo de etanol, utilizando complexos
enzimaticos produzidos por Aspergillus niger (ATCC 16404) e FES com subprodutos
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agroindustriais: palha e farelo de arroz, soro de queijo e bagaco de cana. Para estes
autores, os resultados obtidos foram muito promissores em termos de reaproveitamento
do soro produzido pela fabricacdo de queijo e outro de processamento de alimentos
lacteos, bem com a producdo de enzimas celuloliticas.

A fermentacédo da celulose para produgéo de etanol pode ser conjugada a outras
biomassas como o0 caso do soro de queijo. Embora diversos autores ja tenham estudado
a producdo de etanol de soro de queijo (SILVEIRA et al., 2005; OZMIHCI e KARGI,
2007), ndo se tem dada muita atencdo ao uso de biomassa de soro de queijo em
conjunto com outras biomassas para producdo de etanol. Esta caréncia de discussoes do
uso conjunto do soro de queijo a outras biomassas precisa ser melhor explorada, pois o
soro queijo € um meio importante para fermentagdes pelo valor nutricional, pela
facilidade de obtencdo do mesmo durante todo ano e pela necessidade de dar fim ao
excedente do mesmo que é capaz de contaminar 0 ambiente como importante efluente
da industria de alimentos (ROSA et al., 2013).

2.2. Pré-tratamento de biomassas lignocelulésicas

Devido & sua composicdo quimica, a biomassa lignocelulésica € muito
diferente das biomassas com grande contetdo de agUcares ou amido, que habitualmente,
sdo utilizados na inddstria de biocombustiveis. A estrutura destes materiais, compostas
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, exige que o processo para a
producéo de biocombustiveis seja ajustado para cada tipo de biomassa, de acordo com
as caracteristicas de componentes. Portanto, é necessaria uma etapa de pré-tratamento
para se quebrar a estrutura cristalina da lignocelulose, conforme (Figura 2.5), de modo a
aumentar a exposicdo das moléculas de celulose e hemicelulose & acdo de agentes
hidroliticos enziméaticos ou &cidos, e subsequentemente fermentadas a etanol (OGEDA
e PETRI, 2010; CARDORNA, QUINTERO e PAZ, 2014).
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Figura 2.5 — Esquema dos efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura lignocelulésica
(adaptado de KONDO, 1997).

Os pré-tratamentos disponiveis, atualmente, podem ser fisicos, quimicos,
biolégicos ou de fracionamento por solvente. O pré-tratamento fisico quebra o tamanho
das fibras pela moagem, processamento aquoso ou exposicdo ao vapor. Os processos
quimicos de pré-tratamento mais utilizados sdo com acido diluido, alcali, solvente
organico, amdnia, dioxido de enxofre, diéxido de carbono, entre outros produtos que
geram uma biomassa mais digerivel pelas enzimas. Os métodos bioldgicos sdo usados,
algumas vezes, combinando-se com tratamentos quimicos que visam solubilizar a
lignina, deixando a celulose mais acessivel a hidrolise e a fermentagdo (MACHADO,
2009). Estes pré-tratamentos sdo apresentados no Quadro 2.1 (TAHERZADEH e
KARIMI, 2007).

A formagdo de compostos inibitorios da fermentacdo na etapa de pré-
tratamento, como o furfural e hidroximetilfurfural, representa uma das maiores
dificuldades inerentes ao processo de producdo de etanol. Os inibidores podem estar
originalmente presentes na biomassa e podem ser produzidos por condigdes severas na
etapa de pré-tratamento (dependendo do pré-tratamento utilizado).

Os inibidores, como o acido acético, presentes na biomassa lignoceluldsica sdo
facilmente liberados durante a etapa de pré-tratamento. Em contrapartida, os pré-
tratamentos que trabalham em condicdes drasticas, ou seja, presenca de reagentes &cidos
combinados com altas temperaturas sdo fortemente passiveis a formacdo de produtos

inibitérios devido a degradacdo dos agucares e da lignina, levando assim a producéo de
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acidos organicos (RABELO, 2010). A Figura 2.6 mostra a procedéncia de cada um dos

inibidores provenientes de diferentes constituintes da biomassa.

O inibidor produzido da degradacgdo das pentoses é o furfural e da degradacéo

das hexoses, o 5-hidroximetilfurfural, os quais sdo bastante problematicos para a etapa
da fermentacdo (MUSSATO e ROBERTO, 2004). Quando é promovida a degradagéo
destes inibidores, o acido formico e levulinico sdo formados. Da decomposicdo quimica

parcial da lignina podem ser formados compostos fendlicos como o &cido 4-
hidroxibenzdico, a vanilina, catecol e siringaldeido (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000b).

Quadro 2.1 — Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulésicos
(TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

Método

Processo

Mecanismo de alteracéo da
biomassa

Pré-tratamentos
fisicos

Moinho de bolas; Moinho de rolos;
Moinho de martelos; Hidrotérmico;

Extrusdo; Expansdo; Irradiacdo
microondas; Irradiagdo por raios
gamas;

Aumentando a area de contato e o
tamanho de poros; Diminuindo a
cristalinidade da celulose e seus
graus de polimerizacdo; Hidrolise

parcial das hemiceluloses;
Despolimerizacao parcial da
lignina.

Pré-tratamentos
fisico-quimicos e
quimicos

Explosdo: Explosdo a vapor; AFEX
(Ammonia Fiber Explosion); CO;
SO,

Alcalinos: Hidréxido de sdédio;
Amonia; Sulfato de amonia.

Géas: Dioxido clorino; Dioxido de
nitrogénio.

Acido:  Sulfarico; Hidroclorico;
Fosforico; Dioxido sulfuroso.

Agentes oxidantes: Peroxido de
hidrogénio.

Solventes de celulose: Cadoxen;
CMCS;

Solvente de lignina: Etanol-agua
extracao; Benzeno-agua extracao.

Deslignificacdo; Diminuicdo do
grau de cristalinidade e grau de
polimerizacdo da celulose; Parcial
ou completa  hidrolise  da
hemicelulose.

Pré-tratamentos
bioldgicos

Actinomicetos; Fungos

Deslignificacdo; Reducdo do grau
de polimerizacdo da hemicelulose e
celulose.




15
Capitulo 2 — Revisdo Bibliogréafica

ngao/s Aclicares Inibidores
( '3) k k
( I Acido |
levulinico
Celulose ) _ o
(35-50%) Glicose — s Hidroximetilfurfural

Galactose, manose formico

™
/

Hemicelulose

Xilose, arabinose —— Furfural

(19-34%) ,
> Acido acético
Lignina Compostos
(21-32%) | = fenolicos
>Resina
Extrativos
(1-5%)

Figura 2.6 — Formacdo dos componentes inibitérios (PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000b; RABELO, 2010).

Assim, 0s principais objetivos de um pre-tratamento adequado sdo: produzir a
menor quantidade possivel de compostos inibitérios ao crescimento e atuacdo dos
microrganismos fermentativos; produzir um material preé-tratado facilmente
hidrolisavel; ndo degradar celuloses; requerer nenhuma ou pouca redu¢do do tamanho
da biomassa; trabalhar com reatores de custo e tamanhos moderados; utilizar menos
energia quando utilizado e reduzir a produgdo de residuos solidos (KRISTENSEN,
FELBY e JORGENSEN, 2009; HIMMEL 2008 apud CARLI, 2011).

2.2.1. Tratamento de exploséo a vapor

Desde que o programa de Bioetanol no Brasil tem sido focado principalmente
na utilizacdo de bagaco de cana-de-agucar, a técnica de pré-tratamento de exploséo a
vapor tem sido um dos métodos mais utilizados para fracionar os trés principais
componentes desta biomassa (MARTIN et al., 2008; BALAT e BALAT, 2008; DIAS et
al., 2012; DIAS et al.,2013a).

Também chamado de autohidrélise, este metodo pode ser realizado em

diferentes condigdes de pressdo, temperatura e tempo. O material € aquecido usando
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vapor de alta pressdo (20-50 bar, 210-290°C) em poucos minutos. Esta reacdo é, em
seguida, parada pela descompressdo subita a pressdo atmosférica. Este método usa o
processo de compressdao, agua quente, e nenhum catalisador acido ou quimico é
necessario, fazendo com que a explosdo a vapor seja um método economicamente
interessante e ambientalmente atrativo (HAMELINCK, HOOIJDONK e FAAIJ, 2005;
MARTIN et al., 2008; BALAT e BALAT, 2008; MACHADO, 2009; HENDRIKS e
ZEEMAN, 2009).

Este método resulta na quebra substancial da estrutura lignoceluldsica, com
hidrélise da fragdo hemiceluldsica e desarranjo da celulose e lignina, levando a maior
susceptibilidade dos polissacarideos da biomassa para hidrélise enzimatica ou acida
(RAMOS et al.,, 1992; BALAT e BALAT., 2008; HENDRIKS e ZEEMAN, 2009,
SOCCOL et al., 2010).

Apl6s a otimizacdo, a explosdo a vapor pode resultar em materiais com
propriedades resistivas maiores, estabilidade térmica mais elevada e menor absorcao de
umidade e menor impacto ambiental devido a menor utilizagdo de processos quimicos.
Esta tecnologia pode levar a um modelo de emissdo zero para as industrias que
trabalnam com materiais lignocelulosicos (SATYANARAYANA, 2004; RUIZ et al.,
2008, BRUGNAGO et al., 2011). Por outro lado, a explosdo a vapor produz um
material pré-tratado com baixa densidade, que necessita ser lavado antes da hidrolise e
da fermentacdo para remover inibidores, tais como acidos fendlicos e formacdo de
subprodutos derivados de pentoses e hexoses, que sdo furfural e hidroximetilfurfural,
respectivamente (GAMEZ et al., 2006).

De fato, a versatilidade e ampla aplicacdo da explosdo a vapor, deram a esta
tecnologia uma grande compatibilidade com o conceito de biorrefinaria. Para o bagaco
de cana-de-agUcar este pré-tratamento foi proposto como um dos mais promissores
(MARTIN et al., 2008; BALAT e BALAT, 2008; ZUNIGA, 2010). Segundo Ramos
(2000), a explosdo a vapor é uma técnica que se mostra versatil e atraente,
particularmente em funcdo do processo agroindustrial que se encontra instalado

(disponibilidade de vapor no processo nas unidades industriais).
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2.3. Hidrolise enziméatica

Os materiais lignocelulésicos ndo contém monossacarideos prontos para a
bioconversdo. Ao invés disso, eles contem polissacarideos, como celulose e
hemicelulose, os quais devem ser hidrolisados via acido ou via enzimatica até se
tornarem acucares fermentesciveis (CARDONA, QUINTERO e PAZ, 2010). A
hidrolise acida da celulose apresenta o inconveniente de requerer o emprego de elevadas
temperatura e pressao, levando a degradagdo de parte dos carboidratos e a geracdo de
produtos de toxicos aos microrganismos. A hidrolise enzimatica se mostra com um
maior potencial para desenvolvimento por ser seletiva e necessitar de equipamentos
menos resistentes a corrosao e altas temperaturas como na hidrolise acida (LYND et al.,
2002). Como pode ser observado no Quadro 2.2 (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

Quadro 2.2 — Comparacéo entre hidrdlise acida e hidrélise enzimatica (TAHERZADEH
e KARIMI, 2007).

Hidrolise Enzimatica Acido diluido
Condigdes amenas de hidrélise Sim Né&o
Altos rendimentos de hidrolise Sim Né&o
Producéo de inibidores durante a hidrolise Sim Né&o
Formacéo de inibidores como subproduto Né&o Sim
Baixo custo de catalisadores Né&o Sim
Baixo tempo de hidrélise Né&o Sim

Como pode ser observado (Quadro 2.2), a hidrélise enzimatica apresenta
inimeras vantagens com relacdo a &cida. Nos proximos itens serd estudada mais

profundamente.

2.3.1. Enzimas do complexo lignocelulolitico

Enzimas sdo macromoléculas de natureza protéica ou glicoprotéica, com
atividade intracelular ou extracelular, que atuam de forma a acelerar uma reacgdo
bioquimica, reduzindo a energia de ativagdo necessaria para converter o substrato no
produto, sem alterar o equilibrio da reacdo. Pode, portanto, ser definida como um

biocatalisador, cuja natureza protéica determina algumas propriedades, tais como:
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especificidade de substrato, dependéncia da temperatura e pH (CHIBATA, 1978;
FABER, 2004).

As enzimas responsaveis pela degradacdo dos materiais lignocelulésicos sdo as
celulases, xilanases e pectinases. Segundo GUSAKOV et al. (2007) o complexo
celulasico ideal deve consistir de misturas destas enzimas, cujo balanco de utilizagdo
estd em funcdo da composicao do substrato submetido a hidrolise.

As celulases constituem-se como um complexo enzimatico capaz de atuar
sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise, sendo assim classificadas como
hidrolases. Essas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em
sinergia para a liberacdo de agUcares, dos quais, a glicose € 0 que desperta maior
interesse industrial, devido a facil conversdo & etanol, por ser um processo ja
fundamentado a nivel industrial (CASTRO e PEREIRA Jr, 2010).

Outras enzimas, componentes do complexo celulolitico, sdo as xilanases, cuja
presenca € de elevada relevancia, tendo em vista que sua principal funcdo é a
desestruturacéo das fortes ligagOes cruzadas entre a hemicelulose e as microfibrilas da
celulose na parede vegetal, através da hidrolise das ligacbes B-1,4 presentes na xilana
vegetal (componente da hemicelulose) (LYND et al., 2002). Além disso, sendo que as
hemiceluloses sdo constituidas de vérios polimeros (principalmente, xilana), a sua
degradacdo completa necessita da acdo cooperativa de um consércio de enzimas
microbiais especificas como as xilanases (COUGHLAN e HAZLEWOOD, 1993).
Depois das proteases e amilases, as celulases sdo o terceiro produto de maior valor na
industria biotecnoldgica (SINGHANIA et al., 2009).

2.3.1.1. Enzimas celulases

A estrutura da celulose pode ser quebrada por intermédio de um complexo
enzimatico que reconhece ligacGes B-1,4 glicosidicas entre moléculas de glicose,
denominados celulases (CAO e TAN, 2002). Essas enzimas, altamente especificas,
agem em consorcio e podem ser classificadas dependendo do local de acdo no polimero
de celulose, como endoglucanases (endo  1,4-D-glucanohidrolase), as
exoglucanases/celobiohidrolase (1,4-B-D-glucana-celobiohidrolase) e as B-glucosidases
(ZHANG e LYND, 2004; CASTRO, 2006; FERREIRA, 2010; ARANTES e
SADDLER, 2010).
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2.3.1.1. 1. Endoglucanases (EGase)

As endoglucanases (CE 3.3.1.4) (Figura 2.7) iniciam a hidrélise da celulose
através da clivagem randomicamente das ligagdes internas nas microfibrilas que se
encontram nas regides menos cristalinas (amorfa), diminuindo o comprimento das
mesmas €, consequentemente, gerando novas extremidades livres, produzindo Cello-
oligosacaridos, que sdo substratos para as enzimas celobiohidrolase (CBH). Estas
enzimas sdo responsaveis pela redugdo do grau de polimerizacdo (GP) que ocorre
através solubilizacdo do polimero celulosico, devido & sua hidrélise em

oligossacarideos.

Figura 2.7 — Estrutura da Endoglucanase (WEIZMANN, 2010).

2.3.1.1. 2. Exoglucanases (ExGase)

O grupo das exoglucanases (EC 3.2.1.91), Figura 2.8, é constituido por CBH e
glucano hidrolase (GH). As glucano hidrolases, também conhecidas como 1,4-B-D-
glucana-glucano-hidrolases, sdo capazes de liberar glicose diretamente da fibra
celulésica. As celobiohidrolases agem de maneira progressiva em extremidades
redutoras (CBHI) e ndo-redutoras (CBHII) da celulose, com maior afinidade por
celulose insolivel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente, celobiose
como produtos. Essas enzimas geralmente sofrem inibi¢do pelo seu préprio produto de
hidrolise (celobiose).
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Figura 2.8 — Estrutura da Exoglucanase (WEIZMANN, 2010).

Como pode se observar nas Figuras 2.7 e 2.8, apesar da similaridade da
sequéncia das duas enzimas, a respectiva arquitetura sitio ativo é diferente. A
endoglucanase exibe uma fenda profunda para acomodar a cadeia de celulose em
qualquer ponto ao longo do seu comprimento, enquanto que o sitio ativo da
exoglucanase carrega um loop estendido que forma um tanel, através do qual um dos

terminais de uma cadeia de celulose pode ser inserido (WEIZMANN, 2010).

2.3.1.1. 3. B-glucosidases (pGase)

As B-glucosidases (EC 3.2.1.21), Figura 2.9, também conhecidas como
celobiases, representam um grupo de grande expressdo dentre as enzimas hidroliticas,
atuam nos residuos de celodextrina (GP<7) e celobiose hidrolisando-os a glicose. Assim

como a CBH, também € reportada com a caracteristica de sofrer inibicdo por seu

produto de hidrdlise.

Figura 2.9 — Estrutura da p-glucosidase (WEIZMANN, 2010).
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Segundo Soccol et al. (2010), o papel da p-glucosidase é essencial para
completar a hidrélise da celulose em glicose, e também para evitar o acimulo de
celobiose, um inibidor de celulases, o nivel de atividade celobiase em preparagGes de
celulases é critica. A representacdo esquematica da hidrolise de celulose pelo sistema

celulolitico pode ser observada na Figura 2.10.

Regido cristalina  Regido amorfa

T L

Celulose nativa

Regido reativa J Pré-tratamenta

=
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l Exoolucanases
* Glicose = Celobiose

Produgéo de
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e oligomeros

l 3 -olucosidase

Producgdo de
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Figura 2.10 — Representagdo esquematica da hidrolise enzimética de celulose pelo
sistema celulolitico (TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

As enzimas do complexo celulolitico atacam o substrato de uma forma
sinergistica (Figuras 2.10 e 2.11), o que resulta no aumento da eficiéncia pela acdo de
dois ou mais componentes de um sistema quando comparado a acdo de cada um deles
isoladamente. No caso das celulases, esse sinergismo faz com que a velocidade de
formacdo de produtos solUveis aumente significativamente quando comparado a
velocidade de acdo isolada das enzimas (SANDGREEN, SAHLBERG e
MITCHINSON, 2005; FERREIRA, 2010).
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Segundo Lynd et al. (2002) a interagdo sinergistica pode acontecer entre uma
endoglucanase de uma espécie de microrganismo e uma celobiohidrolase de outra. As
celobiohidrolases sdo capazes de atuar muito rapidamente em uma extremidade gerada
pelas endoglucanases, mostrando que as enzimas ficam distribuidas ao longo da fibra de
celulose. O sinergismo ocorre de trés formas de sinergia:

1. Sinergia EG-EXG. As endoglucanases, ao atuar nas regides amorfas da fibra,
disponibilizam terminais redutores e ndo redutores para atuagéo das celobiohidrolases;

2. Sinergia ExGases-ExGases. As CBHs atuam simultaneamente na hidrélise
dos terminais redutores e ndo redutores liberados por a¢do das endoglucanases;

3. Sinergias ExGases-pfGases e EGases-pGases. As celobiohidrolases e
endoglucanases liberam respectivamente celobiose e oligossacarideos para serem
substratos das B-glicosidases.

Na Figura 2.11 € representado o mecanismo da degradagdo da celulose e pode

se verificar o sinergismo das enzimas.
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Figura 2.11 — Mecanismo da degradacédo da celulose e sinergismo do complexo
enzimatico (SADDLER, RAMOS e BREUIL, 1993).
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2.3.2. Tecnologias para producéao de celulase

No ambito da producgdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos, as
celulases sdo insumos que impactam significativamente o processo, podendo
representar até 18% do custo operacional de uma planta de hidrolise enzimatica
(ZHUANG et al., 2007). As tecnologias para producéo de celulases e suas aplicacfes na
hidrélise de materiais lignocelulésicos sdo processos em continuo desenvolvimento, e
chave para o aumento da produtividade e economicidade da rota enzimatica (ZUNIGA,
2010).

O mecanismo de producdo celular das celulases é ainda desconhecido, mas foi
explicado por varios pesquisadores como um processo de sintese constitutiva e excrecao
de enzimas através da parede celular. A producdo de pequenos glicidos, pelas celulases
constitutivas, promove a inducdo e a expressao das celulases, tornando o processo de
excrecdo das celulases constitutivas a etapa limitante da taxa de inducdo da sintese das
demais enzimas do complexo. Adicionalmente, sabe-se que a secrecdo € diretamente
proporcional a concentracdo de indutor no meio ao qual o microrganismo esta exposto
(VRIES e VISSER, 2001; LYND et al., 2002).

Na producdo de celulases microbianas, podem ser usados processos
fermentativos como a fermentacdo submersa (FS) ou a fermentacdo em estado sélido
(FES). Tradicionalmente as celulases de aplicacdo comercial sdo produzidas por meio
de processos de FS, nos quais 0s microrganismos sdo cultivados em um meio aquoso
homogéneo e rico em nutrientes. O conteldo de agua nesse processo € superior a 95%
(RODRIGUES e SANTANA, 2001). Segundo MATHEW et al. (2008) vantagens como
controle, e monitoramento eficientes e maior reprodutibilidade s&o associadas a FS

No entanto, a FES apresenta algumas vantagens comparativas em relagéo a FS:
menor tamanho de reator, maior produtividade (extratos de 3 a 4 vezes mais
concentrados), baixos custos operacionais, menor gasto energéetico, menor volume de
efluentes liquidos gerados, baixo capital de investimento, simplicidade no processo,
além de susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das enzimas a variagdes de
temperatura e pH (SILVEIRA e FURLOG, 2007; PENG e CHEN , 2008; CASTRO e
PEREIRA Jr, 2010; SINGHANIA et al., 2010).
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2.3.2.1. Fermentacdo em estado sélido (FES)

A FES, também chamada por alguns autores de fermentacdo semi-solida (FSS),
representa uma rota alternativa e promissora na redugdo dos custos de producdo de
enzimas e viabilizagio do etanol lignoceluldsico. E um processo de cultura de
microrganismos realizado na superficie ou interior de particulas em matriz sélida
(substrato ou material inerte) que pode ter sua composicdo modificada pela adicdo de
contetdo de liquido destinado a complementar a concentracdo de nutrientes necessarios
ou mesmo manter o nivel de atividade de agua necessario para 0 crescimento e
metabolismo das células (DEL BIANCHI, CAPALBO e MORAES, 2001; SILVEIRA e
FURLONG, 2007).

Na FES os fungos representam, embora existam produtos gerados por algas e
varios produtos de origem bacteriana, 0S microrganismos mais promissores, pois o
desenvolvimento das hifas permite que os fungos colonizem e penetrem no substrato e a
regido porosa entre as particulas do substrato. Outra caracteristica que faz os fungos se
desenvolverem bem na FES é que muitos destes microrganismos conseguem crescer
sem maiores dificuldades em ambientes sélidos que apresentam uma pequena atividade
de 4gua (GRAMINHA et al., 2008; SINGHANIA et al., 2009; ZUNIGA, 2010).

Os materiais sélidos usados na FES podem ser classificados em duas
categorias: materiais inertes, que s6 agem como um local de fixacdo para o
microrganismo e ndo inerte, que fornecera alguns nutrientes para o microrganismo.
Residuos agroindustriais sdo considerados substratos adequados para a producgdo
comercial de enzimas. A aplicacdo de residuos de produtos agricolas como substratos de
fermentacdo € interessante, pois sdo produzidos em grandes quantidades, estdo
disponiveis a custos mais baixos e sdo ricos em nutrientes (COUTO e SANROMAN,
2006; DIAZ et al., 2007).

Dentre 0s parametros operacionais que determinam o rendimento e a
produtividade na FES estdo, o tipo de substrato e suporte; umidade e atividade da agua;
temperatura, pH e aeragdo (ZUNIGA, 2010). Tanto os parametros que afetam a sintese
enzimatica quanto a melhora na produtividade devem ser sempre investigados, pois
variam e sdo especificos para cada ecossistema formado pelo microrganismo e o
substrato usado (CASTRO, 2006).

O substrato representa o melhor indutor de producdo de enzimas, atuando

como fonte de carbono e energia para 0 microrganismo fermentador. A producdo de
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determinado metabdlito pode ser direcionada com a escolha do substrato apropriado.
Neste sentido, diversos subprodutos de origem agroindustrial, como bagago de cana,
farelos e cascas de cereais, possuem caracteristicas estruturais nutricionais adequadas
para serem utilizadas como substratos na FES (ZHANG, HIMMEL e MIELENZ, 2006;
ZUNIGA, 2010).

Também é importante mencionar, o efeito indutor de espécies de menor massa
molar e a sua inclusdo no meio de suplementacdo de nutrientes favorece a adaptacdo das
células em matérias-primas insollveis, conseguindo com isto taxas cinéticas mais
rapidas de fermentacdo (SINGHANIA et al., 2010).

Adicionalmente, as enzimas produzidas a partir da mesma biomassa a ser
hidrolisada tém relatado maior eficiéncia e especificidade no processo (LYND et al.,
2002). Celulases e xilanases tém sido produzidas por FES de varias espécies de
Aspergillus, inclusive A. niger e A. phoenicis por FES com bagaco de cana como
substrato e posteriormente utilizadas na producdo de etanol celulésico (PANDEY et al.,
2000; SANCHEZ, 2009).

2.3.3. Microrganismos produtores de enzimas lignoceluloliticas

O complexo de celulases € produzido a partir de uma grande variedade de
microrganismos (bactérias e fungos), mas sdo os fungos aerdbios os que ostentam as
melhores taxas de crescimento e secrecdo (ZHANG e LYND, 2004; ZUNIGA, 2010).

Os fungos sdo microrganismos amplamente dispersos, podendo ser
encontrados em vegetais, animais, em solos e até em ambientes aquaticos, participando
do ciclo de elementos na natureza. As colénias filamentosas, caracteristicas dos bolores,
sdo multicelulares e podem ter aspecto algodonoso ou pulverulento. Séo heterotréficos e
sua nutricdo se d& por absorcdo, processo no qual atuam enzimas especificas que
hidrolisam  macromoléculas, tornando-as assimilaveis (RAVEN, EVERT e
EICHHORN, 1996; TRABULSI et al., 2002). Estes microrganismos sdo capazes de
degradar a celulose, hemicelulose e lignina em plantas em decomposi¢cdo por um
complexo conjunto de enzimas excretadas, hidrolitica e oxidativa, tais como celulases,
hemicelulases e ligninases (ZHANG e LYND, 2004).

Os fungos filamentosos do género Aspergillus, Trichoderma, Penicillum e sdo

os mais utilizados industrialmente para producdo de celulases. O Aspergillus niger
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(Figura 2.12) é apreciado no meio industrial por uma série de caracteristicas, entre elas,
ha grande capacidade de fermentacéo e elevados niveis de secre¢do de proteina, além da
grande variedade de enzimas produzidas para diversas aplicacbes (ZHANG e LYND,
2004; ZUNIGA, 2010; AMORE e FARACO, 2012).

Figura 2.12 — Macro e micromorfologia do Aspergillus niger (DOE-JOINT GENOME
INSTITUTE, 2010 apud ZUNIGA, 2010).

Fungos do género Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Chaetomium,
Monilia, Fusarium e Mucor tem sido relatados por varios pesquisadores como
produtores de enzimas celuloliticas (EL-SAID e SALEEM, 2008; QIN et al., 2010;
AMORE e FARACO, 2012).

Vérios manuscritos tem relatado o potencial de Aspergillus spp. na produgéo de
(hemi) celulases em escala industrial. Espécies de Aspergillus sdo os principais agentes
da decomposicdo da (hemi) celulose e, portanto, possuem a capacidade de produzir uma
ampla gama de enzimas (hemi) celuloliticas (VRIES; VISSER, 2001). Estudos sobre
Aspergillus, principalmente A. niger, A. nidulans e A. oryzae, identificaram atividades
enzimaticas, tais como celulases, xilanases, hemicelulases e pectinases, atuando em uma
gama de polimeros encontrados na parede celular da planta (AMORE e FARACO,
2012).

Xin e Geng (2010) estudaram a producdo de celulase por FES de residuos de
horticultura e cavacos de madeira e Trichoderma reesei RUT-C30, utilizando como
estratégias a otimizacdo de pardmetros operacionais por planejamento estatistico, estes
pesquisadores obtiveram como atividade enzimatica FPase: 15; CMCase: 90,5; p-

glicosidase: 61,6 U/Qsubstrato-
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A producédo de celulases por Fusarium spp. apresentam forte capacidade de
degradacdo da celulose e tem sido intensamente estudada por seu sistema celulolitico,
particularmente em conexdo com o seu papel fitopatolégico. Muitos manuscritos
relatam que Fusaria sdo estirpes com potenciais para a producdo de celulase em escala
industrial, uma vez que, séo capazes de produzir celulases que atuam em uma ampla
gama de temperatura e pH. A pesquisa estd recentemente com foco em caracterizacdo
de novas cepas Fusaria isoladas de solo ou a partir de vegetais infectados, a fim de
otimizar a producédo de celulase (RAMANATHAN, BANUPRIYA e ABIRAMI, 2010;
AMORE e FARACO, 2012).

cet al., (2010) estudaram a producdo de celulase por fungo termoestavel,
Fusarium chlamydosporum HML 0278, com bagago de cana-de-acUcar e farelo de trigo
como fonte de carbono. Estes autores comprovaram que FES € um bom sistema para
alto rendimento de celulase para o fungo estudado, obtiveram como atividade
enzimética: FPase: 95,2; CMCase: 281,8; B-glucosidase: 135,2; Xilanase: 4720
U/Qsubstrato- AS €nzimas celuloliticas apresentam grande estabilidade dentro da faixa de
pH 4-10 e em temperaturas abaixo de 70°C, promovendo 0 seu uso potencial na
bioconverséo industrial.

Alam et al. (2009) realizaram um estudo em dois sistemas de FES, frascos e
biorreator horizontal rotacional, com residuo do fruto oleaginoso da palma e
Trichoderma harzianum T2008. As maximas atividades foram obtidas no 4° e no 2° dia
de FES, respectivamente, FPase: 8,2 em frascos e 10,1 U/Qsubstrato €M biorretor.

O Chrysonilia sitophila € um anemofilo, isto €, fungo dispersado pelo ar
atmosférico e que pode ser encontrado como componente da flora microbiana do
homem e de animais domésticos, como contaminante de alimentos, como deteriorantes
de acervos e madeiras, em &gua doce e salgada, ou ser responsavel pelo emboloramento.
Sua dispersdo na natureza é ampla; os propagulos fungicos podem ser encontrados em
altas concentrages nos mais variados locais, especialmente em ambientes Umidos
(MEZZARI, 2002).

Lopes, (2013) estudaram a producdo de etanol 2 G por FES de residuos
agroindustriais (bagaco de cana e farelo de arroz) por cepa selvagem, coletada no
Cerrado brasileiro, Chrysonilia sitophila, neste estudo, os autores destacaram o fungo

como promissor na producdo de etanol, obtendo concentragéo de 6,5 g/L de etanol ao
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fim de uma Unica fermentacdo e 16,7 g/L ao fim de quatro fermentacGes sucessivas com

extracdes sucessivas de complexo enzimatico.

2.3.3.1. Selecdo de microrganismos com potencial para producéo de
enzimas lignoceluloliticas

A Dbusca e sele¢do de novos microrganismos com potencial de degradacéo de
lignocelulésicos pode ser apontada como uma estratégia para diminuir os custos de
producdo de etanol. O Brasil possui uma imensa biodiversidade que se acredita
compreender 10-20% do total de espécies conhecidas na terra. Assim, muitos grupos
brasileiros estdo realizando programas de triagem, a fim de isolar e identificar os
microrganismos capazes de produzir enzimas lignoceluloliticas (SOCCOL et al., 2010).

Segundo Paiva e Sa-Pereira (2008), a descoberta de uma nova enzima significa
encontrar uma nova funcdo microbiana, portanto, 0 maior namero possivel de
microrganismos deve ser investigado.

Em geral, os fungos que decompdem substancias celuldsicas ocorrem no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcdo de reciclagem de
nutrientes (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004; RAMANATHAN;
BANUPRIYA e ABIRAMI, 2010).

Ambientes ndo convencionais representam importantes fontes de
biodiversidade natural, apropriadas ao isolamento e selecdo de microrganismos de
interesse biotecnologico. Somados a isso, areas com elevada diversidade microbiana
tendem a conservar melhor os bancos genéticos e, consequentemente, potencializam a
chance de obter inovagdes (BUZZINI e MARTINI, 2002). Assim, o Cerrado brasileiro,
um dos maiores biomas do mundo, destaca-se como uma fonte ainda pouco explorada
na obtenc¢do de microrganismos com potencial para producdo de enzimas que degradam
a celulose (RATTER e RIBEIRO, 1997; MARCHANT, 2010; FISCHER et al., 2013).

2.3.3.1.1. Cerrado brasileiro

O Cerrado brasileiro € o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando
uma area de aproximadamente 2 milhdes de km?, que representa cerca de 22% do
territorio nacional. Localizado na regido central do pais, o Cerrado compreende 0s
seguintes estados brasileiros: Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondénia, Goias,

Tocantins, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, Sdo Paulo e o Distrito Federal, bem
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como areas remanescentes nos Estados do Pard, Roraima e Amapa (Figura 2.13)
(MMA, 2013).

B oezona
H cAeTinGa

| CERRADO
MATA ATLANTICA

B rampa
B FanTaNAL

Figura 2.13 — Mapa Biomas brasileiros: abrangéncia e vegetacdo do Cerrado (IBAMA,
2013).

A palavra “Cerrado” é de origem espanhola e significa fechado, termo utilizado
para caracterizar a vegetacdo arbustivo-herbacea densa que ocorre nesse bioma
(FERREIRA, 2008). Neste espaco territorial encontram-se as nascentes das trés maiores
bacias hidrograficas da América do Sul: Amazdnica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata,
resultando em um elevado potencial aquifero e favorecendo a sua biodiversidade
(MMA, 2013).

O Cerrado detém cerca de 5% da biodiversidade do planeta, sendo considerada
a Savana mais rica do mundo. A heterogeneidade espacial € um fator determinante para
a ocorréncia de uma diversidade de espécies: o bioma abriga mais de 11000 espécies
vegetais, além de uma grande variedade de vertebrados, terrestres e aquaticos, de
invertebrados e de microrganismos, tais como fungos associados as plantas da regido
(MMA, 2013).

No Estado de Minas Gerais, inseridos no dominio de trés biomas brasileiros: o
Cerrado, a Mata Atlantica e a Caatinga, o Cerrado é o maior bioma, ocupa cerca de 57%
da extensdo territorial do Estado (IEF-Instituto Nacional,2013). Além disso, possui a
particularidade de estar geograficamente posicionado em uma zona de transi¢ao entre 0s
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dois biomas, fator positivo para a pluralidade de espécies que possivelmente interagem
neste ecossistema.

Devido ao fato de abranger uma area muito grande, a vegetacdo do Cerrado é
dividida em onze tipos fitofisiondmicos, agrupados em trés formacdes: Florestal (Mata
Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo), Savéanica (Cerrado sentido restrito,
Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) e Campestre (Campo Sujo, Campo Rupestre e
Campo Limpo). O clima do Cerrado é caracterizado por duas esta¢des climéaticas bem
definidas: invernos secos e verdes chuvosos. A estacdo seca ocorre entre 0S meses de
abril e setembro. Nesse periodo a umidade relativa do ar é baixa, contribuindo para a
ocorréncia de incéndios e a estacdo chuvosa ocorre entre 0s meses de outubro a margo,
periodo onde a flora do Cerrado se torna mais exuberante. O solo apresenta
caracteristicas bem marcantes, é bastante antigo, quimicamente acido (pH 4,3 a 6,2) e
profundo. Devido a profundidade do solo e a presenca de &gua nas camadas mais
profundas, as arvores e os arbustos possuem complexos sistemas de raizes que 0s
ajudam no periodo mais seco, garantindo a sobrevivéncia e protecdo contra as
gueimadas (SANTOS et al., 2011).

Todas estas caracteristicas fazem do Cerrado, um ambiente propicio no estudo
investigativo de microrganismos produtores de enzimas destinadas a producdo de etanol
celulésico. Na Figura 2.13 é possivel observar o crescimento de fungos em arvores do

Cerrado.

2.3.4. Técnicas de purificacio de enzimas

Enzimas lignoceluldsicas, como celulase e xilanase, sdo capazes de
biodegradar e bioconverter celulose em agUcares fermentesciveis, como glicose. Essas
enzimas podem ser produzidas por varios microrganismos, com destaque aos fungos. A
aplicagdo da celulase € muito ampla, abrangendo setores de industrias alimenticias, de
racdo animal, téxtil, de detergente, cervejarias, farmacéutica, de papel e celulose, de
gestdo de residuos, etanol celuldsico, entre outros. A variedade de utilizacdo industrial
torna as enzimas economicamente interessantes, fato que incentiva o desenvolvimento
de pesquisas com o intuito de encontrar melhores estratégias de processo, adequacao a
metodologia, custos mais reduzidos, elevada velocidade de degradacdo e alto grau de
pureza; dependendo da aplicacdo faz-se necessaria uma etapa de recuperacdo das

enzimas, a fim de remover produtos indesejaveis formados durante a fermentacéo.
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A tecnologia enzimatica é, atualmente, um dos campos mais promissores
dentro das novas tecnologias para a sintese de compostos de alto valor agregado. Os
processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e consumo
energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis e, sendo altamente especificas,
minimizam os efeitos indesejaveis. Além disso, as enzimas podem ser usadas para
substituir produtos quimicos como compostos causticos, acidos e solventes toxicos que
agridem o meio ambiente e provocam o desgaste de materiais. Muitos tratamentos
quimicos sdo realizados em altas temperaturas e pressdes, utilizando &acidos fortes ou
alcalis que significam perigo ao ambiente de trabalho e ao meio ambiente (BON, 2002;
MITIDIERI et al., 2002).

Entretanto, durante o processo fermentativo para obtencdo da enzima (FES ou
FS), sdo gerados, além do composto desejado, coprodutos que impedem, muitas vezes, a
utilizagcdo do caldo bruto da fermentagdo nos procedimentos industriais. Por esta razéo,
varias técnicas de purificacdo foram desenvolvidas e aplicadas na separacdo de
biocompostos. Cerca de 50 a 90% do custo de produgdo dos produtos bioldgicos deve-
se a estas estratégias de purificacdo. Desta forma, o uso de uma técnica que permite alto
grau de purificacdo e recuperagdo associada a baixo custo de operacdo é de grande
interesse. Uma analise econémica sugere que o sistema aquoso bifasico (SAB),
utilizado primeiramente na década de 1950 na Suécia para a separagdo de
macromoléculas, células e organelas, pode ser considerado um dos processos de
purificacdo que cumpre com estes critérios (MALPIEDI et al., 2009).

A aplicagdo das enzimas depende do seu grau de pureza; portanto, a
purificacdo é uma etapa essencial para o estudo das propriedades bioldgicas e
moleculares desses biocatalisadores. A auséncia ou o reduzido grau de impurezas
contribui para um espectro mais amplo de aplicacdes da enzima e um alto nivel de
atividade enzimatica, que permite a utilizacdo de pequenas quantidades da enzima. Um
problema significante da purificacdo é decorrente da complexidade estrutural destas
enzimas e a necessidade de manter suas propriedades bioldgicas apos a aplicacdo da
técnica de purificacdo (BASSANI et al., 2010).

As técnicas de purificacdo podem ser aplicadas em etapa Unica (por exemplo,
cromatografia de afinidade) ou por uma combinacdo de vérias etapas (por exemplo,
precipitacdo, tecnologia de membranas, troca idnica, filtragdo em gel). A maioria das

preparaces enzimaticas é comercializada na forma liquida ou granulada. As etapas
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envolvidas para a recuperacdo final das enzimas, apds a purificacdo do extrato bruto
obtido no processo fermentativo, sdo a secagem (forma granulada) e a estabilizacdo do
produto final (forma granulada ou liquida) (BON e FERRARA, 2008).

O método mais utilizado para a secagem de enzimas é o método conhecido
como “freeze dying”, no qual a secagem ¢é feita por liofilizagdo. O processo de
liofilizagdo possui as seguintes vantagens em comparagao aos processos convencionais:
a estrutura do material permanece intacta, a umidade é removida a baixa temperatura, a
estabilidade do produto durante o armazenamento € mantido, a rapida transi¢cdo do
produto de um estado fisico para outro minimiza a degradacdo da enzima (BOSS,
2004).

Para estabilizagdo do produto final, na forma granulada ou liquida, faz-se
necessario o emprego de etapas finais de acabamento para a manutencdo da atividade
enzimatica durante o armazenamento e comercializacdo. Para a manutencdo da
atividade enzimatica, € fundamental a preservacdo da conformacdo nativa, sendo
utilizados, para esta finalidade, aditivos, modificacdo quimica controlada ou
imobilizacdo de enzimas. A metodologia empregada na estabilizagdo dos
biocatalisadores somente € revelada aos clientes pelas empresas que produzem enzimas
comerciais, com compromisso firmado de confidencialidade (BON e FERRARA,
2008).

Nesse trabalho, serdo explicitadas duas metodologias de purificagdo de
enzimas: purificacdo por sistema aquoso bifasico e purificacdo por precipitagdo com

sulfato de amdnio.

2.3.4.1. Sistema aquoso bifasico (SAB)

De forma geral, a formacdo do Sistema Aquoso Bifasico (Aqueous Two-Phase
- ATPs) ocorre quando dois compostos hidrofilicos como polimeros (polietilenoglicol,
dextrano, dentre outros) e sais (como exemplo, fosfatos, sulfatos e citratos) sdo
misturados acima de certa concentragdo critica, resultando em duas fases imisciveis, em
que o maior constituinte € a &gua (GARZA-MADRID, RITO-PALOMARES e SERNA-
SALDIVAR, 2010).

Os SABs formados por PEG e dextrana ou PEG e sais sdo amplamente

utilizados, pela disponibilidade em grandes quantidades no mercado, por ndo serem
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toxicos, possuirem alta seletividade, possibilidade de reciclagem dos reagentes e por
manterem a integridade das enzimas (FERREIRA, PADILHA e TAMBOURGI, 2009).
Todavia, o elevado custo da dextrana torna inviavel a sua aplicagdo em escala industrial.
Assim, o sistema PEG e sais tém sido empregados para a extracdo de enzimas em larga
escala, pelo reduzido custo, baixa viscosidade e elevada seletividade (MALPIEDI et al.,
2009). A separacdo em tais sistemas ndo requer equipamentos sofisticados e permite a
integracdo de processos (ZIJLSTRA et al., 1998).

O sistema PEG aquoso e fosfatos, no entanto, gera aguas residuais com alto
teor de fosfatos, que causam grande impacto ambiental (PERUMALSAMY e
MURUGESAN, 2006). Este problema pode ser facilmente evitado usando sal
biodegradavel, tal como citrato. No entanto, o estudo de PEG/sistemas de citrato e de
sua eficiéncia na recuperacdo de biomoléculas tem sido limitado a apenas alguns
estudos de investigacéo. Estes estudos concentraram-se na recuperacdo de amilase (ZHI
et al., 2004), penicilina acilase (AGUILAR et al., 2006) e hexoquinase (OLIVEIRA et
al., 2003). O PEG e seus derivados tém sido amplamente utilizados em alimentos,
cosméticos, sabfes e medicamentos, devido a suas propriedades de atoxicidade e por
ndo serem considerados antigénicos nem imunogénicos (COIMBRA et al.,, 2003).
Assim, estudos da aplicagdo dos SABs na recuperacdo de celulases tornam-se
interessantes, diante dos poucos estudos encontrados na literatura.

Segundo Coimbra et al. (2003), a quantidade de reagentes quimicos
consumidos determina a competitividade entre a extragdo com SABs e as outras
técnicas de biosseparacdo. Por isso, a possibilidade de reutilizagdo dos constituintes das
fases deve ser considerada.

Sabe-se que ha emprego em operagBes industriais; porém, dado seu carater
sigiloso, tais aplicagdes ndo sdo descritas em publicacBes especializadas. H4, portanto,
um caminho a ser explorado, pois a viabilidade econémica j& € bem estabelecida e os
SABs sdo considerados no meio cientifico como tecnologia suficientemente madura
para uso na industria (RITO-PALOMARES, 2004).

Herculano et al., 2012 investigaram a separacédo e a purificacdo de celulases a
partir de complexos celul6sicos produzidos por Aspergillus japonicus URM5620 em
sistemas de duas fases aquosas (APTS). Um modelo de planejamento fatorial (2%) foi
utilizado para avaliar a influéncia de polietileno glicol (PEG) de massa molar (1000-

8000 g/mol), concentragdo (20,0-24,0 %, w/w), concentra¢do de citrato de sodio (15-
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20%, w/w) e pH (6,0-8,0) na divisdo e purificacdo diferencial do complexo de celulase
composta por B-glucosidase (BG), endoglucanase (EGase) e celulase total (FPase). O
sistema PEG/citrato de sodio resultou em separacGes caracteristicas das celulases, na
qual as particbes de BG dirigiram-se a fase de sal e FPase e EGase, ao topo (fase PEG).
Este processo proporciona aumento eficiente e atrativo do fator de purificagdo. O
melhor rendimento de atividade para FPase (2,67%) foi obtida com 24% (w/w) de PEG
1000 g/mol e 15% (w/w) de citrato de sodio a pH 8,0. No entanto, o maior fator de
purificacdo (64,8) foi observado com 20% (w/w) de PEG 8000 g/mol.

2.3.4.2. Precipitagdo com Sulfato de Amonio

Dentre as técnicas de precipitacdo, a utilizacdo de sulfato de amdnio é a mais
utilizada, devido a precipitacdo da maioria das proteinas ocorrerem em uma molaridade
alta, ndo promover o aquecimento da solugdo (em comparacdo com a utilizacdo de
solventes como etanol), apresentar uma densidade que néo interfere na sedimentacdo da
maioria das proteinas e promover o efeito de concentracdo das proteinas (KANWAR et
al., 2006).

Todavia, esta técnica de precipitacdo é considerada de baixa resolugdo de
separagdo devido a baixa especificidade. Saxena et al. (2003) realizaram um estudo
sobre os métodos de purificagdo e observaram que cerca de 80% dos sistemas de
purificacdo utilizam a etapa de precipitagéo, dos quais, 60% usam sulfato de amonio e
35% usam etanol, acetona ou um 4cido, seguido pela combinacdo de algum método
cromatografico.

A definicdo das operagdes de um processo de purificagdo depende do uso da
molécula alvo e também de suas caracteristicas fisico-quimicas e do tipo de impurezas
presentes (KORNBERG, 1990; GUPTA, GUPTA e RATHI, 2004).

Abbas et al. (2002), com a finalidade de estudar o isolamento e a
caracterizacdo de uma lipase extracelular de uma cepa isolada de Mucor sp., de palma
de frutas, utilizaram para a precipitacdo da proteina 75% (m/v) de sulfato de aménio a
0°C, obtendo uma atividade lipolitica especifica de 129 U/g e um rendimento total de
99%. Resultados semelhantes foram verificados no estudo de Castilho et al. (2000) para
a purificacdo parcial e caracterizacdo bioquimica de lipase extracelular produzida por
nova linhagem de Rhizopus sp.. Neste processo, utilizaram o sulfato de aménio a 70%

para a precipitacdo e obtiveram uma atividade especifica de 103 U/g.
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Como pode ser observado, o processo de purificagdo é fundamental na
obtencéo e aplicagédo industrial de uma enzima. A escolha do processo de purificagdo
enzimatica deve ser feita levando em consideracdo a necessidade de uma boa
recuperacdo da atividade enzimética aliada a um alto grau de pureza. Além disso, 0
processo deve ser simples e barato, evitando sucessivas etapas. Em geral, a fase de
purificacdo é a etapa que mais contribui para o custo total de obtengdo de uma enzima.
Em comparacdo as técnicas citadas anteriormente, a particdo em sistema aquoso
bifasico € uma alternativa bastante eficiente para a separacdo e purificacdo de
bioprodutos como proteinas. Sdo muitas as vantagens oferecidas por este tipo de
sistema, como: ambiente biocompativel, baixa tensdo interfacial, baixa energia, facil
aplicagdo em grande escala, operacdo continua e alta sensibilidade no reconhecimento
das interacdes das proteinas ligantes (SELVAKUMAR et al., 2010).

2.4. Producéao de bioetanol de segunda geracéo

A fermentacdo alcodlica é um processo biolégico no qual compostos
orgénicos, como acucares, sdo convertidos por microrganismos (leveduras) em
compostos mais simples, etanol e CO, e outros subprodutos. Ainda hoje a via
fermentativa é a mais importante para a obtencdo de alcool no Brasil, tanto para a
producédo de etanol de primeira geracdo (E1G), pela cana-de-agUcar, quanto de segunda
geracdo (E2G), a partir de biomassas lignocelulosicas. O que torna a producéo de etanol
por fermentagdo a forma mais econdmica de sua obtencdo é a diversidade de matérias-
primas naturais e residuais existentes no pais (PEREIRA JR; COUTO; SANTA ANNA,
2008).

A producdo de etanol é, geralmente, realizada em trés etapas: obtencdo de uma
solugdo de aclcares fermentesciveis, fermentacdo destes aglcares em etanol, e
separacdo e purificacdo de etanol. A forma de execucdo destas etapas depende da
biomassa utilizada, como mostra a Figura 2.14 (MUSSATO et. al, 2010).



36
Capitulo 2 — Revisdo Bibliogréafica

Obtencado solugdo aglcares ., Fermentagdo ﬁ:ﬂ:;:ﬁia

Cana de acucar

e [o]ol

Fermentagdo Destilagao Etanol .:

moagem’ D ReatT] |i> ] D D j
Roaator M :
ﬁ:::;:t:iimatiﬂ Fermenta:;ao Etanol

. e . Destilagdo -
Materia!lignoceiulésim —

’ D Reator |

iagen Fermantaq‘.ao1 |:> | j
Reator1:

Pre-tratamento Q> Reator 2 D Deshla-;éc
Reator2:

Hidrolise celulose

Fermentagdo 2

Figura 2.14 — Fluxograma com as matérias-primas principais e os processos utilizados
para a producgéo de etanol (adaptado de MUSSATTO et al., 2010).

Como pode ser observado (Figura 2.14), a etapa anterior a fermentacdo para
obtencdo de agucares fermentesciveis € o que diferencia 0s processos de producdo de
etanol a partir do aclcar simples (E1G), a partir do amido e a partir do material
lignocelulésico. Na producdo de etanol que utiliza sacarose, a etapa de hidrélise é
desnecessaria, pois a sacarose é um aguUcar fermentescivel. J4, na producdo de etanol de
amido de milho, torna-se necessaria a sacarificacdo (Reator M): o amido é gelatinizado
por cozimento e submetido a hidrélise enzimatica para formacdo de monémeros de
glicose, os quais podem ser fermentados pelos micro-organismos. NOS processos que
utilizam biomassa lignoceluldsica, é necessaria a abertura das fibras e tratamento para
conversdo da hemicelulose e da celulose em acUcares fermentesciveis: a) abertura das
fibras de celulose; b) separacdo da celulose da hemicelulose, com hidrélise destas em
pentoses e hexoses (Reator 1); ¢) hidrélise da celulose a glicose (Reator 2).

A produgdo de etanol a partir de lignoceluldsicos envolve quatro etapas
principais: Pré-tratamento da biomassa para tornar a celulose e hemicelulose acessiveis

a hidrdlise; Hidrolise ou sacarificacdo do material pré-tratado a hexoses (geradas pela
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hidrolise da hemicelulose, em menor quantidade, e da celulose) e pentoses
(provenientes da hidrélise da hemicelulose); Fermentacdo alcodlica do hidrolisado por
levedura e destilagdo do fermentado. Na Figura 2.15 é apresentado um diagrama com as
etapas de producdo de etanol celuldsico a partir de bagago de cana.

Processamento

Biomassa Estrutura,
cana composicao fisica e
quimica

Pré-tratamento

CeiL.:EctEgr"r'ma ' Hemicelulose
(fracao solida) (Fracdo liguida)

Hidrolise enzimatica Detoxificacdo

Fermentacao

Destilacédo

Etanol

Figura 2.15 — Diagrama da bioconversdo da biomassa de cana em etanol de segunda
geracdo (adaptado de CANILHA et al., 2012).

As tecnologias envolvidas para a producdo de etanol de segunda geragéo sdo
mais complexas e o custo da producdo é mais elevado quando comparado com a
producdo de etanol a partir de cana, beterraba ou milho. No entanto, a maioria dos
materiais lignoceluldsicos apresenta um grande potencial para a produgdo de etanol em
grande escala para o consumo mundial como um combustivel renovavel. A biomassa
lignoceluldsica se tornara, portanto, a matéria-prima principal para a produgéo de etanol
no futuro proximo (MUSSATTO et al., 2010).

Como ja abordados anteriormente as etapas de pré-tratamento e hidrélise
enzimatica das biomassas lignoceluldsicas, nos proximos topicos serdo abordados as

formas de conducéo da fermentagéo destes hidrolisados.
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Existem diversas configuragcOes para se realizar a fermentacdo dos hidrolisados
de materiais lignoceluldsicos, tanto se tratando do sistema de operacdo do reator --
batelada, batelada alimentada, CSTR, dentre outros --; quanto dos microrganismos
fermentadores utilizados. Segundo OLSSON et al., 2006 o ideal que o sistema para
producdo de etanol celuldsico sejam os mais proximos possiveis do E1G, ja que as
tecnologias estdo prontamente disponiveis nas usinas de producéo deste biocombustivel,

logo uma adaptacéo seria mais simples.

2.4.1. Estratégias para producdo de bioetanol de segunda geracao

Visando a otimizacdo da produgéo de etanol, algumas estratégias de condugéo
das fermentacdes alcodlica sdo realizadas. As etapas de hidrolise e fermentacdo podem
ser conduzidas de forma separada, SHF (Separated Hydrolysis and Fermentation) ou de

forma simultanea SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation).

2.4.1.1. Hidrdlise e fermentacao separadas (SHF)

Neste processo a hidrdlise da biomassa celuldsica ocorre num estagio separado
da fermentacdo alcodlica. A principal vantagem deste tipo de processo € a possibilidade
de se conduzir a hidrolise e fermentacdo em suas condigdes 6timas de pH e temperatura,
ou seja, especifica de cada etapa (OLSSON et al., 2006).

Por outro lado, existem algumas desvantagens inerentes a esta estratégia:
Inibicdo do complexo celuldsico pelos agucares liberados na hidrélise, principalmente
celobiose e glicose que se acumulam no meio, conferindo uma hidrélise incompleta da
celulose e rendimentos ndo muito altos (WINGREN et al., 2005); Possibilidade de
contaminagdo, como o tempo envolvido na etapa de hidrélise € muito longo, a solugdo
de glicidios torna-se uma fonte disponivel para 0s microrganismos indesejados. Além
disso, as préprias enzimas podem constituir uma fonte potencial de contaminagdo. Em
escala industrial, seria muito dificil esterilizar, pois a autoclavacdo inativaria as enzimas
(TAHERZADEH e KARIMI, 2007).

2.4.1.2. Hidrdlise e fermentacao simultaneas (SSF)

A hidrolise e a fermentacdo alcodlica neste processo ocorrem na mesma etapa.

Esta estratégia apresenta inUmeras vantagens, dentre elas: Redugdo da inibigdo das



39
Capitulo 2 — Revisdo Bibliogréafica

celulases pelo produto, pois os acUcares gerados pelas enzimas sdo consumidos
imediatamente pelo microrganismo responsavel pela fermentagdo alcodlica; Menor
complexidade e custo do processo comparado ao SHF, pois reduz o nimero de reatores,
minimizacdo dos riscos de contaminagdo, devido as baixas concentra¢cdes de acUcar
livre e pela presenca de etanol no meio; e maiores rendimentos de hidrdlise, ja que o
equilibrio das reacBes enzimaticas sdo deslocados no sentido de formacdo de mais
produto, visto que a glicose é concomitantemente consumida (VASQUEZ et al., 2007;
SILVA, 2010; CARLLI, 2011).

Entretanto, como desvantagem tem-se o desfavorecimento da cinética
enzimatica devido a necessidade de conduzir o processo dentro da faixa 6tima do
microrganismo fermentador. Em relacdo a este aspecto, estudos tém sido realizados no
sentido de produzir celulases que atuem em valores de pH e temperatura proximos
daqueles 6timos para o processo fermentativo (TAHERZADEH e KARIMI, 2007;
SILVA, 2010).

2.4.2. Leveduras utilizadas na fermentacao alcoolica

Dentre 0s microrganismos mais utilizados nos processos de fermentacdo
alcodlica esté a levedura Saccharomyces cerevisiae, intensamente utilizada na producéo
industrial de alcool combustivel, devido a sua capacidade de assimilar facilmente a
glicose da cana ou da celulose de biomassas residuais (SILVA, 2010).

O grande sucesso da S. cerevisiae na industria de biotecnologia é devido a alta
eficiéncia fermentativa e robustez, pois se trata de processos ndo estéreis. Possui
importantes caracteristicas, como tolerancia a baixos valores de pH e alta concentracéo
de acucar e etanol, propriedades como alta competitividade perante contaminacgao
(bacteriana ou por outras leveduras) na fermentacdo industrial e alta resisténcia a
inibidores presentes na biomassa hidrolisada, além da capacidade de crescer
anaerobicamente (ANDRIETTA et al., 2007; MISSAWA, 2009).

Os microrganismos devem ser capazes de fermentar todos 0s monossacarideos
presentes na biomassa e resistir a potenciais inibidores do hidrolisado (AGBOGBO et
al., 2006). Os microrganismos capazes de fermentar pentoses presentes na biomassa
hemicelulésica sdo: o0s microrganismos genéticamente modificados, como a
Saccharomyces cerevisiae e as bactérias Escherichia coli e Zymomonas mobilis e 0s

microrganismos naturalmente fermentadores, como as leveduras Pichia stipitis,
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Candida shehatae e Pachysolen tannophilus. Entre essas leveduras a Pichia stipitis
apresenta grande potencial para aplicacGes industriais por ter bom rendimento e
conversao em etanol. Esta levedura apresenta caracteristicas fisiolégicas que a tornam
muito interessante para a bioconversdo em etanol, boa capacidade para fermentar xilose,
e também é capaz de fermentar outros agucares como a glicose, manose, galactose e
celobiose. Isto torna a Pichia stipitis um microrganismo com grande potencial e uso em
processos de fermentacdo alcodlica a partir de hidrolisados hemiceluldsicos ou através
da sacarificagdo e fermentacdo simultanea (AGBOGBO et al., 2006; FERREIRA,
2010).

Pichia stipitis pertence a um grupo de leveduras isoladas existentes na madeira
e nas larvas de insetos que ai habitam. Esta levedura tem a capacidade de utilizar a
maior parte dos acUcares presentes na madeira, porque produz diversas celulases e
hemicelulases para hidrolisar os polissacarideos da madeira em monossacarideos
(ALMEIDA, 2009).

As pentoses, arabinose e xilose, sdo geradas tanto no pré-tratamento de
biomassas ricas em celulose como no processo de hidrolise enzimatica necessario para
liberacdo de glicose da biomassa de forma a favorecer a fermentagédo tradicional da
glicose, gerada pela hidrélise enzimatica, por Saccharomyces cerevisiae que pode ser
utilizado de forma conjunta com a Pichia de forma a conjugar o melhor crescimento e
producdo de etanol da S. cerevisiae a facilidade de fermentacdo de pentose em
metabolismo diduxico que sO favorece a fermentacdo de pentoses ao fim da conversdo
de hexoses (GROOTJEN et al., 1991; LIN et al., 2012).

Gupta, Sharma e Kuhad (2009) estudaram a producdo de etanol celuldsico,
utilizando como matéria-prima a Prosopis juliflora (arbusto espinhoso comum da
vegetacdo do semi-arido) e as leveduras Pichia stipitis NCIM 3498 para a fermentacéao
das pentoses e Saccharomyces cerevisiae para fermentacdo das hexoses. O hidrolisado
hemiceluldsico contendo 18,24 g¢/L de acUcares, quando fermentada com P. stipitis
produziu 7,13 g/L de etanol, apds 24 h. Para a fermentacdo de hidrolisado celulosico
(37,47 g/L), utilizando S. cerevisiae, obteve 18,52 g/L de etanol, apds 16 h.

Ferreira (2010) avaliou a necessidade de suplementacdo nutricional e a
concentragdo inicial de xilose e celulas no hidrolisado hemiceluldsico de bagaco de
cana-de-agucar sobre os parametros fermentativos de sua bioconversdo a etanol pela

levedura Pichia stipitis UFMG-IMH 43.2. Este estudo demonstrou que esta levedura
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mostrou-se viavel a producédo de bioetanol em hidrolisado hemicelul6sico de bagago de

cana-de-agUcar, com uma conversdo em etanol de Yp;s de 0,19 g/g.

2.4.3. Estudos e dados da literatura de producéo de etanol 2 G

No processo de fermentagdo de lignoceluldsicos, algumas dificuldades séo
apontadas: depois do pré-tratamento, o material hidrolisado contém ndo somente
acucares fermentesciveis, mas também muitos componentes que apresentam efeito
inibidor para os microrganismos utilizados na fermentacdo; custo de enzimas
celulésicas para hidrélise e aumento de produtividade do etanol. Neste sentido,
diversos estudos tém sido realizados no sentido de superar as dificuldades inerentes ao
processo de fermentacdo de lignoceluldsicos.

Reconhecendo a crescente demanda por etanol, o uso de complexo enzimatico
bruto produzido por FES emerge como uma importante forma de producdo de enzimas
celuloliticas no prépio local de producéo de etanol. Esta proposta tem sido encarado
como uma alternativa vidvel, capaz de reduzir o custo da producdo de E2G
(ASWATHY et al., 2010; Xin et al., 2013; THOMAS, LARROCHE, PANDEY, 2013;
ROCHA et al., 2013).

A fim de melhorar a transferéncia de calor e massa, o processo FES tem sido
estudado utilizando varios formatos de biorreatores (leito fixo, tambores rotativos, leito
fluidizado gés-solido e varios bioreatores agitados rotativo) e o complexo de enzima
bruto ¢é obtido no fim de FES pela lavagem do meio s6lido fermentado (MITCHELL et
al., 2000; MITCHELL, MEIENF e KRIEGER, 2003; LEVER, HO e CORD-
RUWISCH, 2010).

Islam et al. (2013) realizaram fermentacdo de papel como substrato nas
concentragcdes de 10 g/L e 45 g/L por Clostridium Thermocellum, com otimizagdo do
meio de cultura com o uso de nutrientes e vitaminas, para 5 dias fermentagdo alcodlica,
obtiveram 3,5 e 13,6 g/L de etanol (batelada).

Lever e Ho (2012) estudaram a otimizacdo a producgéo de etanol pelo uso de
agentes esterilizantes na fermentacdo etilica (batelada) de palha de trigo (200 g/L)
hidrolisada por enzima comercial e hidrolisada por complexo enzimético bruto, como
resultado obtiverem 5,6 e 8,7 g/L de etanol, respectivamente. Demonstrando que a

producdo e utilizacdo de extrato enzimatico bruto é uma alternativa promissora na
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fermentacdo alcoodlica de biomassas celuldsicas, principalmente pela reducdo de custos
de enzimas comerciais.

Xu et al. (2011) estudaram fermentacdo alcodlica (batelada) de sorgo,
utilizando enzima comercial, com otimizacdo das condi¢Ges de pré-tratamento e
fermentacdo com o uso de hidrolise acida, a concentragdo de etanol obtida foi de 8,4
g/L.

Lever, Ho e Cord-Ruwisch (2010) avaliaram a fermentacdo de palha de trigo
sem pré-tratamento na concentracdo de 47 g/L, sendo a producdo de complexo
enzimatico bruto por FES de Trichoderma reesei utilizado na fermentacédo etilica de
palha de trigo, com tempos varidveis entre 1 e 7 dias. A maxima concentracdo de etanol
obtida neste estudo foi 5,5 g/L de etanol.

Segundo Kristensen, Felby e Jorgensen (2009) trabalhar com altas
concentragdes de solidos na hidrolise enzimatica para conversdo de celulose € uma
vantagem, pois se aumenta a concentracdo do produto e a produtividade da planta

enquanto se diminui o gasto com agua e energia no processo.

2.5. Perspectivas e importancia do desenvolvimento do E2G

Com o aumento do preco do petroleo, o bioetanol se torna um candidato ideal para
substituir o papel dos combustiveis fosseis. Assim, esta fonte renovavel se torna cada
dia mais importante para a populagdo, especialmente em termos de melhoria da
produtividade, eficiéncia e diminuicdo dos custos de producdo (NGUYEN, LE e KY,
2014).

Um grande marco na historia do etanol no Brasil ocorreu em 14 de novembro de
1975, data em que foi instituido o Programa Nacional do Alcool (Proalcool) pelo
decreto n° 76.593 (NOVACANA, 2014). O Proalcool diversificou a atuacéo da industria
acucareira com grandes investimentos apoiados pelo Banco Mundial, possibilitando a
ampliacdo da area plantada com cana-de-agucar e a implantacéo de destilarias de etanol.
Neste mesmo ano estimulou-se a substituicdo da gasolina pelo etanol para uso em
automoveis e intensificou o uso da mistura de etanol e gasolina como combustivel
(SIQUEIRA et al.,, 2008). A experiéncia serviu como alternativa para diminuir a
vulnerabilidade energética do pais, devido a crise mundial do petréleo. A lei também

concedeu ao Instituto do Actcar e do Alcool (IAA) a responsabilidade de formular as
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especificagdes sobre o alcool. Em julho de 1979 foi langado o primeiro carro 100% a
alcool produzido no Brasil, o Fiat 147. Em 2003 ocorreu a introducdo dos veiculos de
combustivel flex e foi lancado o primeiro carro com motor flex, que permitiu a
utilizacdo tanto de etanol quanto de gasolina, ou uma mistura dos dois em qualquer
propor¢do (NOVACANA, 2014).

O uso do etanol como biocombustivel é quase que exclusivo do Brasil e Estados
Unidos, porém ele é também utilizado na producéo de aditivos por toda Unido Europeia,
india e China (SANTOS et al., 2011).

Apesar de estar presente em diversos produtos do cotidiano, o etanol é mais
utilizado, como combustivel. Para se ter uma ideia, na safra 2012/2013, foram
produzidos mais de 21 bilhGes de litros do biocombustivel no pais. Deste volume, foram
consumidos aproximadamente 18 bilhGes de litros e pouco mais de 3 bilhdes foram
exportados (VEIGA FILHO e RAMOS, 2006; NOVACANA, 2014). A Figura 2.16
mostra a moagem da cana-de-aclcar no Brasil e a Figura 2.17 mostra a evolucao

brasileira da producdo de agUcar e etanol, respectivamente.

Moagem de Cana-de-agiicar no Brasil (em toneladas)
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Figura 2.16 — Moagem de cana-de-agucar no Brasil em toneladas/safra-ano (MAPA,
2014).

O etanol, como alternativa de energia renovavel, estd sendo aceito em todo o
mundo como um substituto visivel para os combustiveis a base de petroleo tradicionais.
Em particular, etanol celuldsico, pode ser produzido a partir de biomassa
lignocelulésica barata e abundante (KIM e KIM, 2014).

A matéria-prima para a producdo do E2G € oriunda das préticas
agroindustriais, seu desenvolvimento independe de maiores areas de plantio, evitando a

concorréncia com o cultivo de alimentos, além de evitar o desmatamento de mais
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florestas nativas a fim de se expandir as areas cultivaveis. Este biocombustivel a partir
de biomassa lignocelulosica amplia as rotas de conversdo, aumentando a seguranca
energética do pais. Tambeém, o coloca em posicdo de destaque na producdo de
combustiveis renovaveis e bem desenvolvidos em relacdo as tecnologias aplicadas
(NYKO et al., 2010).
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Figura 2.17 — Evolucao brasileira da producdo de actcar em toneladas/safra-ano e
producdo de etanol em m*/safra-ano (MAPA, 2014).

No Brasil, as primeiras plantas destinadas a producdo deste tipo de
biocombustivel ja estdo sendo preparadas e iniciardo suas opera¢cdes no segundo
semestre de 2014 sdo a Raizen - Costa Pinto, instalada em Piracicaba/SP com R$ 230
milhGes em investimentos, e a Granbio - Carlos Lyra, em S&o Miguel dos Campos/AL
(Grupo Granbio), com capacidade produtiva de 82 milhdes de litros de etanol/ano,
investindo R$ 4 bilhdes até 2020, de acordo com informagdes da UNICA (Unido da
Industria de Cana-de-acgucar).

As tecnologias ainda estdo em desenvolvimento e indmeros avangos Sao
necessarios a fim de se aumentar a producdo de etanol. Os investimentos em pesquisas

como métodos de pré-tratamentos, infraestrutura, natureza da matéria-prima, processos
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de producdo, e otimizagdo do processo devem ainda ser realizados para reduzir os
custos de producdo do etanol, tornando este processo mais eficiente economicamente e
energeticamente (LADISLAO, GOMEZ, 2008; GOMES et al., 2012). As pesquisas tém
como objetivo diminuir os desafios da producdo de bioetanol e estdo concentradas em
duas grandes &reas: pré-tratamento e hidrdlise e fermentacdo do hidrolisado (AGEITEC,
2014).

No trabalho desenvolvido por Woiciechowski et al. (2002), a hidrdlise
enzimatica apresentou um custo de operagdo 72 vezes superior a hidrolise acida, devido
aos custos das enzimas e dos diferentes insumos quimicos necessarios. Entretanto, de
acordo com a empresa Novozymes, o desenvolvimento das técnicas de obtengdo e o
aperfeicoamento da acdo enzimética ao longo dos Ultimos anos foi capaz de reduzir o
consumo de enzimas pela metade, alcangando o valor de U$0,50/gal de etanol no ano de

2010, como apresentado na Figura 2.18.
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Figura 2.18 — Desenvolvimento do custo das enzimas aplicadas ao processo hidrolitico
(adaptado de NOVOZYMES, 2010).

Neste contexto, pode-se ter uma ideia do quanto as pesquisas na area de

producdo de enzimas ainda sdo de suma relevancia e do longo caminho ainda a

percorrer em busca de energia renovavel, sustentdvel e com preco competitivo, que

atenda as exigéncias do mundo contemporaneo.
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2.6. Inteligéncia artificial e métodos heuristicos de busca de solucdes

2.6.1. Inteligéncia Artificial

A inteligéncia artificial (1A) € a ciéncia da engenharia do desenvolvimento de
maquinas e programas computacionais inteligentes que utilizam métodos ndo-
algoritmicos e simbdlicos de solucdo que se dividem em trés grandes tecnologias
principais: sistemas especialistas, redes neuronais e sistemas de logica Fuzzy
(BAUGHMAN e LIU, 1995).

O nome inteligéncia artificial foi criado em 1959 para se referir ao uso do
conhecimento da inteligéncia humana e animal, mas este ndo se restringe a métodos do
conhecimento de formas bioldgicas de vida, pois também utiliza métodos que ndo sdo
necessariamente observadas em seres vivos e métodos que utilizam uma quantidade de
conhecimento superior € que um ser humano pode realizar.

No Quadro 2.3 sdo apresentados 0s principais marcos histdricos da inteligéncia

artificial.

Quadro 2.3 — Principais marcos historicos da inteligéncia artificial (1A).
Data Fato
1937 Alan Turing apresentou seus estudos sobre maquinas inteligentes.

1945 Inteligéncia artificial emerge como area de conhecimento com a cibernética (NOBERT
WINER).

1949 Donald Hebb descreve a regra de aprendizagem bioldgica dos neurénios ainda hoje

utilizadas como forma de aprendizagem nas RNASs.

1950 Alan Turing apresentou a discussao sobre critérios de consideragdo para maquinas e

sistemas inteligentes.

1954 Foi criada a primeira rede neuronal (BELMOND FARLEY e WERLEY CLARK).

1955 John Maccarthy cria 0 nome inteligéncia artificial.

1965 Criacdo do primeiro sistema especialista (DENDRAL WILLIAN C. WHITE).

Um sistema de IA deve ser capaz de fazer trés fungdes: (1) armazenar
conhecimento, (2) aplicar o conhecimento armazenado para resolver problemas e (3)
adquirir novo conhecimento através da experiéncia. Um sistema de IA possui trés
componentes fundamentais: representacdo, raciocinio e aprendizagem (SAGE, 1990
apud HAYKIN, 2001), como representado na Figura 2.19 (HAYKIN, 2001).
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Representacao

Aprendizagem

Raciocinio

Figura 2.19 — llustracdo dos trés componentes principais de um sistema de IA (adaptado
de HAYKIN, 2001).

Representacdo: Provavelmente, a caracteristica mais distinta da IA seja 0 uso
difundido de uma linguagem de estruturas simbdlicas para representar tanto o
conhecimento genérico sobre um dominio do problema de interesse como o
conhecimento especifico sobre a solugdo do problema. Os simbolos sdo normalmente
formulados em termos familiares, o que o torna as representagdes simbdlicas da 1A
relativamente faceis de serem entendidas por um usuério humano. De fato, a clareza da
IA simbdlica a torna bastante adequada para a comunicagdo homem-méaquina
(HAYKIN, 2001).

“Conhecimento”, como utilizado pelos pesquisadores de Al, é apenas mais um
termo para dados. Ele pode ser do tipo declarativo ou procedimental. Em uma
representacdo declarativa, o conhecimento é representado como uma colecdo estéatica de
fatos, com um pequeno conjunto de procedimentos gerais utilizados para manipular os
fatos. Uma caracteristica particular das representacdes declarativas é que elas parecem
possuir um significado préprio, do ponto de visto usuario humano, independentemente
do seu uso dentro do sistema IA. Em uma representacdo procedimental, por outro lado,
0 conhecimento esta incorporado em um codigo executavel que representa o significado
do conhecimento. Ambas as formas de conhecimento, declarativo e procedimental, sdo
necessarios na maioria dos dominios de problemas de interesse (HAYKIN, 2001).

Raciocinio: Na sua forma mais basica, raciocinio é a habilidade de resolver
problemas para um sistema ser qualificado como um sistema de raciocinio, ele deve
satisfazer certas condigdes (FISCHLER e FIRSCHEIN, 1987 apud HAYKIN, 2001):
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o O sistema deve ser capaz de expressar e resolver uma vasta gama de
problemas.

o O sistema dever ser capaz de tornar conhecidas para ele tanto a
informacdo explicita como a informacdo implicita.

o O sistema deve ter um mecanismo de controle que determine quais as
operagdes devem ser aplicadas para um problema particular, quando uma solucéo para
este problema foi obtida, ou quando deve ser encerrado o tratamento deste problema.

A resolucdo de problemas pode ser vista como um problema de busca. Uma

maneira comum de lidar com a “busca” € utilizar regras, dados e controle (NILSSON,
1980 apud HAYKIN, 2001). As regras operam sobre os dados, e o controle opera sobre
as regras. Em muitas situagdes encontradas na prética, o conhecimento disponivel é
incompleto ou inexato. Em tais situacGes, sdo utilizados procedimentos de raciocinio
probabilistico, permitindo deste modo que sistemas de IA lidem com incertezas
(RUSSELL e NORVIG, 1995; PEARL, 1988 apud HAYKIN, 2001).
Aprendizagem: No modelo simples de aprendizagem méaquina o ambiente fornece
alguma informacdo para um elemento de aprendizagem. O elemento de aprendizagem
utiliza, entdo, esta informagdo para aperfeicoar a base de conhecimento, e finalmente o
elemento de desempenho utiliza a base de conhecimento para executar a sua tarefa.
Normalmente, a informacdo que o ambiente fornece a maquina é imperfeita, resultando
que o elemento de desempenho ndo sabe previamente como preencher os detalhes
ausentes ou ignorar os detalhes que ndo sdo importantes. Portanto, a maquina opera
inicialmente por suposicdo e depois recebe realimentacdo do elemento de desempenho.
O mecanismo de realimentacdo permite que a maquina avalie suas hipoteses e as revise,
se necessario (HAYKIN, 2001).

2.6.2. Redes neuronais artificiais (RNAS)

Rede neuronal é uma maqguina que € projetada para modelar a maneira como 0
cerebro realiza uma tarefa particular ou funcdo de interesse; a rede é normalmente
implementada utilizando-se de componentes eletrénicos ou é simulada por programacéao
em um computador digital. Para alcancar bom desempenho, as redes neuronais
empregam uma interligacdo macica de células computacionais simples denominadas
“neurdnios” ou ‘unidades de processamento”. Pode-se entdo, oferecer a seguinte

definicdo de uma rede neuronal vista como uma maquina adaptativa (HAYKIN, 2001):
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Uma rede neuronal é um processador macicamente paralelamente distribuido
constituido de unidades de processamento simples, que tém a propensdo natural para
armazenar conhecimento experimental e torna-lo disponivel para uso. Ele se assemelha
ao cerebro em dois aspectos:

1. O conhecimento é adquirido pela rede a partir de seu ambiente através de um

processo de aprendizagem.

2. Forcas de conexd@o entre neurdnios, conhecidas como pesos sindpticos, sao

utilizadas para armazenar o conhecimento adquirido.

O procedimento utilizado para realizar o processo de aprendizagem é chamado
de algoritmo de aprendizagem, cuja fungdo é modificar os pesos sindpticos da rede de
uma forma ordenada para alcangar um objetivo de projeto desejado.

Os pesos séo associados a diferentes fungdes de transferéncia, a exemplo da
tangente hiperbolica (tansing) (Equacdo 2.1 e Figura 2.20), funcBes sigmoid (sig)
(Equacdo 2.2 e Figura 2.21), gaussiana (sine) (Equagdo 2.3 e Figura 2.22) e Inea

(purelin). Uma ilustracdo da Rede neuronal artificial pode ser observada na Figura 2.23.
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Figura 2.20 — Funcdo de transferéncia tangente hiperbélica (BAUGHMAN e LIU,
1995).
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Figura 2.21 — Fungéo sigmoid (S-shaped function) (BAUGHMAN e LIU, 1995).

f () = exp [] (23)

1.0
0.8 =

0.6

f(x)

0.2

Figura 2.22 — Funcgéo de transferéncia Gaussiana (BAUGHMAN e LIU, 1995).
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Figura 2.23 — Rede neuronal artificial (RNA).

2.6.2.1. Métodos heuristicos de otimizacao associadas as redes neuronais

Uma vez que uma rede neuronal artificial esteja validade torna-se necessaria
associar a esta rede, métodos capazes de buscar respostas de interesse, que sao obtidas a
partir RNAs. Sendo que entre respostas de interesse em engenharia bioquimica, constam
conhecer condigdes operacionais (pH, temperatura do processo, concentracdo de
enzima, inoculo e substrato), assim como o tempo do processo associado a otimizagdo
de resposta. Entre as diversas possiveis respostas de interesse se destacam 0 maximo de
produtividade, maior concentracdo de produto, menor custo operacional, menor
concentracdo de impurezas e maior converséo de substrato.

A resposta de interesse constitui uma funcdo objetivo que precisa ser

minimizada ou maximizada segundo um método de otimizacdo como os métodos que
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utilizam derivadas (exemplo dos métodos de Newton, Quasi-Newton, Gauss-Newton,
Levenberg-Marquardt), métodos de buscas diretas que utilizam derivadas (exemplo dos
métodos SIMPLEX e Hooke Jeeves) e métodos heuristicos (exemplo dos métodos de
Monte Carlo, Algoritmo Genético, enxame de particulas — PSO, colénia de formigas —
ACO).

Os métodos heuristicos sdo em especial uteis em problemas fortemente nao-
lineares, problemas que sdo conhecidas boas estimativas iniciais para solucdo e para
problemas que ndo possuem uma solucdo bem estabelecida (PUCHKIN, 1969;
SCHAWAAB e PINTO, 2007). Nestes métodos, pode-se utilizar algumas forma de
conhecimento com aprendizado automatico para eventos e buscas com finalidade de
melhorar as estimativas e reduzir o tempo de respostas.

Os métodos PSO e ACO utilizam-se destas estratégias, pois estes se baseiam
na eficiéncia com que coldnias de formigas (ACO), passaros ou peixes (PSO) otimizam
a busca de alimentos, ou seja, utilizam uma forma de conhecimento ou aprendizado na
buscas de respostas.

O primeiro algoritmo baseado no comportamento de coldnia de formigas (Ant
System) foi desenvolvido por Marco Dorigo, na década de 1990 e deu origem a outros
algoritmos que foram denominados de ACO (Ant Colony Optimization). O algoritmo
ACO resume-se em: construgdo das solugbes com as formigas, atualizagdo dos
feromdnios, acOes daemon, fim das atividades e fim do procedimento (DORIGO e
STUTZLE, 2004).

No método ACO é utilizado certo numero de formigas (N.formigas), e cada
formiga percorre uma camada imagindria, que corresponde aos valores das variaveis
capazes de fornecer valor resposta de interesse em condicdo otimizada, como mostra a
Figura 2.24 na qual a formiga hipotética percorre a camada Xi= X1, Xo= Xo®, Xa=
X3, Xa= X% e Xs= X5, na qual X;%, X2, X%, X, e Xs°" séo valores de Py, P,

P3, P4 e Ps, que otimizam a resposta de interesse.
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Figura 2.24 — Representagdo do caminho percorrido pela formiga que fornece X;= Py,
Xo= Py, X3=P3, X4= Pse Xs=Ps, na qual X; (i=1,2,3,4, 5) representa as variaveis que
influencia nas respostas.

No método heuristico ACO é feita a consideracdo da estigmergia, que
representa a autorganizacdo da colonia de formigas, caracterizado pela comunicacédo
entre as formiga que modifica 0 ambiente por uma trilha de feroménios que é reforcado
ou evapora e influi na escolha dos valores das variaveis que influem na resposta de
interesse segundo uma fungdo probabilistica (p;j;) que € associada a atracéo relacionada
ao feromodnio (t1) e visibilidade do objeto (n;) (Equacédo 2.4 e 2.5).

5
o T{(‘r}j.
> T
k=1 (2.4)
k+1 N _k k
77" = (1= p)r + AT, (2.5)

Com 0 < p <1 representando a taxa de evaporagdo do feromdnio, e quanto
maior o valor deste, mais rapido serd a adaptacdo das formigas, e pj representa a

probabilidade da formiga trocar o caminho anterior (j) pelo novo caminho (i), € € um
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valor que deve ser comparado a cada busca com a busca anterior para escolha ou ndo de
um novo caminho. Na Equacdo 2.4, a e B referem-se ao balanco de feromonios e

visibilidade do objetivo sendo que a visibilidade pode ser representada com n = Q/F°%’,



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s materiais, 0S microrganismos e as
biomassas utilizados no desenvolvimento experimental deste trabalho, bem como a
metodologia empregada para cada etapa. As etapas do trabalho estdo ilustradas na
Figura 3.1 apresentada a seguir:

Coleta dos microrganismos
Cerrado do Triangulo Mineiro

Plaqueamento, crescimento, isolamento

Seleciao das melhores cepas
(Atividade enzimatica celulase)

l

Fermentacio em estado sélido (FES)
(Residuos agroindustriais/fungo)

Extraciio das enzimas

Concentracio/ Extrato Hidrélise
Purificacdo enzimatico bruto enzimatica e FA
(EEC) (EEB) separadas

l

Fermentacio alcoolica (FA)
Hidroélise enzimatica e fermentacio simultineas
(Saccharomyces cerevisiae Y904/ Bagaco de cana)

FA sucessivas FA batelada alimentada
(EEB/Bagaco de cana) (Bagaco de cana)
FA por Pichia stipitis Otimizacio da producio de
(Pentoses bagaco de cana) etanol (Rede Neuronal Artificial)

Figura 3.1 — Fluxograma ilustrativo das etapas de trabalho.
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3.1. Microrganismos

As coletas das cepas utilizadas neste trabalho iniciaram-se em novembro de
2010 (periodo chuvoso), em alguns locais do municipio da cidade de Uberlandia e da
regido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba: na Fazenda do Gloria, pertencente a
Universidade Federal de Uberlandia (UFU); em fazendas dos municipios de Estrela do
Sul/MG, Patos de Minas/MG e Monte Carmelo/MG pertencente & UFU.

Foram coletadas 105 amostras de frutos e fragmentos de cascas de material
proveniente do ecossistema do Cerrado, colocados em sacos plasticos esterilizados e
imediatamente transportados para o laboratério de Engenharia Bioquimica (NUCBIO)
da Faculdade de Engenharia Quimica/UFU.

Fragmentos do microrganismo presente no material coletado foram inoculados
em placas de Petri contendo meio Czapek (Tabela 3.1) previamente esterilizados. Este
meio € indicado para crescimento e isolamento de fungos. Apos inoculacdo, as placas
foram incubadas em estufa (25 = 1°C) por cinco dias para o crescimento.

Utilizou-se também, com a finalidade de servir como referencial de
comparacgdo, as cepas notadamente produtoras de celulase, Aspergillus niger ATCC
16404 e Trichoderma reesei CCT 2768 adquiridas da Colecdo de Cultura Tropical da
Fundacdo André Tosello (Campinas, SP-Brasil). Estas cepas foram utilizadas apenas
para o teste inicial de atividade enzimatica (celulase) em presenca de celulose como
Unica fonte de carbono.

Todas as linhagens coletadas foram preservadas de acordo com duas
metodologias distintas: por repique continuo e por glicerol 10%, adaptada de Deshmukh
(2003).

Para a preservacdo por repique continuo, as linhagens coletadas no Cerrado
foram repicadas em placas de Petri contendo meio de cultura agarizado; Czapek para os
fungos coletados e meio Batata Glicose Agar (PDA) para as cepas adquiridas
comercialmente. A composicdo dos meios Czapek e PDA esta descrita na Tabela 3.1
(DSMZ, 2010). As preservagbes foram feitas em duplicata, conservadas sob
refrigeracdo (5 = 1°C) e renovadas por cultivo a cada 20 dias.

Para a preservacdo em glicerol 10%, as cepas foram repicadas em placas de
Petri contendo meio agarizado. Apds o crescimento do microrganismo foram cortados,
com o auxilio de uma seringa plastica, trés circulos superficiais de Agar contendo o

microrganismo. Tais circulos foram imersos em um tubo de ensaio etiquetado contendo
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glicerol 10%, previamente esterilizado. As preservagOes foram feitas em duplicata,

conservadas sob refrigeracdo (5 = 1°C) e renovadas por cultivo a cada seis meses.

Tabela 3.1 — Composi¢do dos meios PDA e Czapek

PDA (g/L) Czapek (g/L)
Infusdo de

batatas 200,0 NaNO; 2,0
Glicose 20,0 K2HPO4 1,0
Agar 15,0 MgSO, 0,5
KCI 0,5
FeSO, 0,01
Glicose 20,0
Agar 20,0

Os fungos que cresceram no laboratorio foram numerados, para facilitar o

estudo, por lotes de oito fungos. Esta sequéncia, bem como o local de origem e as

caracteristicas dos microrganismos, estdo descritas no Quadro 3.1.

Quadro 3.1 — Fungos, local de origem e descri¢do do fungo no momento da coleta

Fungo Local de origem Descricdo no momento da coleta*
Al Coletado 321 é;g?;ﬁ;gﬁ;ﬁ:/i::g Fazenda Verde, filamentoso, tipo mofo
A2 Coletado g:t;rsuéz nl\;ﬁggz Bagbr/r;/i (S ampus de Branco, filamentoso, tipo pasta
A3 Coletado em fﬁ;gﬁ;?;:; /I;;\éenda do Gloria Verde, filamentoso, tipo mofo
A4 Coletadodsn;ap::)r:?jr;t?vloiligg ST:LT/OI\(;Z Campus Preto acinzentado, filamentoso, tipo mofo
A5 Coliz?]?cfg?of;itz;:;a dc:j&’irf:;/i;i? no Verde acinzentado, filamentoso, tipo mofo
AG Coletado em frtgsee:;indgzz}&zgenda do Gléria Verde, filamentoso, tipo mofo
A7 Coletado em frtljtsef:lc;:;::}l\jzgenda do Gloria Verde, filamentoso, tipo mofo
A8 Coletado enl];;?;r’];:aga do Gloria Preto esverdeado, filamentoso, tipo mofo
Bl ColetadoCir;\agzr:jinzsg:;;zr;;a'{ﬂ%ampus da Verde, filamentoso, tipo mofo
B2 Retirado de madeira branca, Fazenda do Verde, filamentoso, tipo mofo
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Gléria Uberlandia/MG

Retirado de madeira amarela, Fazenda do . .
B3 Gléria Uberlandia/MG Verde, filamentoso, tipo mofo

B4 Arvore do Cerrado, Fazenda do Gléria Verde. ndo filamentoso
Uberlandia/MG ’

B5 Arvore do Cerrado/ Fazenda do Gléria Amarelo claro. orelha de pau
Uberlandia/MG ! P

Coletado em ramo no chdo, Campus da

B6 cidade de Uberlandia/MG

Cogumelo branco

57 Coletado em caule no chdo, Fazenda do Marrom. orelha de pau
Gléria Uberlandia/MG ! P

Coletado em ramo no chdo, Fazenda do
B8 Gléria Uberlandia/MG Vermelho terra, orelha de pau

Coletado em fruta laranja, Fazenda do Gléria

Cl Uberlandia/MG

Verde, filamentoso, tipo mofo

Coletado em aroeira, Fazenda no municipio

€2 de Patos de Minas/MG

Verde 4gua, ndo filamentoso

C3 Coletado em ababora caboti, Verde, filamentoso, tipo mofo
Fazenda do Gléria Uberlandia/MG ' 1P

Coletado em caule no chdo, Fazenda do

C4 , . N Preto, filamentoso, tipo mofo preto
Gléria Uberlandia/MG P P
Coletado em caule no chdo Fazenda do . .
C5 , . R Preto, filamentoso, tipo mofo preto
Gléria Uberlandia/MG P P
Coletado em manga, Campus da cidade de . .
C6 Uberlandia/MG Preto, filamentoso, tipo mofo
Coletado no caule de Ipé , Lo
L ' Verde agua, ndo filamentoso
7 Fazenda no municipio de Estrela do Sul/MG o I
Coletado em caule podre (jatobd), Fazenda . .
C8 Estrela do SU/MG Verde escuro, filamentoso, tipo mofo
Coletado em mangueira, Fazenda . e
D1 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Preto, ndo filamentoso
Coletado em sucupira, Fazenda no municipio . X
D2 de Monte Carmelo /MG Verde acinzentado, ndo filamentoso
Coletado em mangueira, Fazenda . e
D3 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Branco, ndo filamentoso
Coletado em angico-do-Cerrado (tronco no
D4 chdo), Fazenda no municipio de Monte Branco, filamentoso
Carmelo/MG
Coletado em caule no chéo (abacateiro),
D5 Fazenda Experimental do Gléria- Amarelo, filamentoso

Uberlandia/MG

Coletado em caule no chdo (mangueira),
D6 Fazenda Experimental do Gloria- Vermelho, orelha de pau
Uberlandia/MG

Coletado em angico brando, Fazenda no

D7 municipio de Monte Carmelo MG

Branco, nao filamentoso

D8 Coletado em caule no chdo em (jenipapeiro), Marrom claro, ndo filamentoso
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Fazenda Experimental do Gléria-Uberlandia-
MG

Coletado em abacateiro, Fazenda

El Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Branco com laranja, nao filamentoso
Coletado em ramo podre (mangueira),
E2 Fazenda Experimental do Gloria- Laranja clarinho, nédo filamentoso
Uberlandia/MG
Coletado em goiabeira, Fazenda o e
E3 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Branco, ndo filamentoso
Coletado em caule podre (mangueira), . . X g
E4 Fazenda Estrela do Sul/MG. Laranja clarinho, ndo filamentoso
Coletado em sucupira, Fazenda no municipio X g
E5 de Monte Carmelo/MG Branco, néo filamentoso
Coletado ramo podre de pequizeiro. a g
E Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Amarelo, o filamentoso
£7 Coletado em fruto amescla, Fazenda Branco. nio filamentoso
Experimental do Gloria-Uberlandia/MG ’
Coletado em caule no chdo (Ipé), Fazenda .
ES8 Estrela do SU/MG Amarelo, filamentoso
Coletado caule podre de jatob4, Fazenda no X g
F1 municipio de Estrela do Sul/MG Branco amarelado, néo filamentoso
2 Coletado no caule de eucalipto, Fazenda Verde 4gua, ndo filamentoso, tipo p6
Experimental do Gloria-Uberlandia/MG esbranquicado
3 Chéo da mata, Fazenda Experimental do coaumelo cinza
Gloria-Uberlandia-MG g
Coletado em fruto jabuticaba/Fazenda A g
F4 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Verde, nao filamentoso
Coletado fruto jaca, Fazenda Experimental . . .
F5 do Gléria-Uberlandia/MG Cinza, filamentoso, tipo mofo
Coletado em fruta banana caturra, Campus da .
F6 cidade de Patos/MG Preto, filamentoso
Coletado em folha da jenipapeira, Fazenda X
all Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Branco, ndo filamentoso
Coletado em fruto jenipapo, Fazenda . X g
F8 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Cinza, ndo filamentoso
Coletado em fOIhés anvore | emp,ap_)elro, Cinza alaranjado, ndo filamentoso, tipo
Gl Fazenda Experimental do Gldria- ferruaem
Uberlandia/MG g
Coletado em fruto manga espada, Fazenda X g
. s - Preto, ndo filamentoso
G2 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG !
G3 Coletado em Mama-cadela, Fazenda no Marrom. ndo filamentoso
municipio de Irai de Minas/MG ’
Coletado em braquiaria / Fazenda no . .
G4 municipio de Irai de Minas/MG Branco, filamentoso, tipo mofo
G5 Coletado em folhas de goiabeira, Fazenda Cinza alaranjado, néo filamentoso, tipo

Experimental do Gloria-Uberlandia/MG

ferrugem
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Coletado em sementes de eucalipto, Fazenda

G6 Experimental do Gloria-Uberlandia/MG Cinza, ndo filamentoso
a7 Coletado em folhas de mangueira, Fazenda Cinza alaranjado, ndo filamentoso, tipo
Experimental do Gloria-Uberlandia/MG ferrugem
Coletado em fruto pitanga, Fazenda Estrela . .
G8 do SUIMG Preto, filamentoso, tipo mofo preto
a1 Coletado em fruta jaboticaba, Fazenda em Preto. filamentoso. tioo mofo preto
Estrela do Sul/MG ' 1P P
" Coletado em fruta amora, Fazenda Estrela do Verde, filamentoso, tipo mofo
Sul/MG
Coletado em jilé, Fazenda em Estrela do . .
H3 SUIMG Preto, filamentoso, tipo mofo preto
Coletado em fruto figo, Fazenda em Estrela . .
H4 do SUIMG Verde, filamentoso, tipo mofo
45 Coletado em fruto jaca, Fazenda em Estrela Preto. filamentoso. tioo mofo preto
do Sul/MG ! 1P P
46 Coletado em fruto guariroba, em Estrela do Verde, filamentoso, tipo mofo
Sul/MG
Coletado em folhas de mangueira, Campus . .
H7 da cidade de Monte Carmelo/MG Preto, filamentoso, tipo mofo preto
Coletado em fruto araticum, Fazenda Estrela . .
H8 do Su/MG Verde, filamentoso, tipo mofo
I Coletado arvore Cerrado, Fazenda Verde. filamentoso
Experimental do Gléria-Uberlandia-MG ’
Coletado galhos, Fazenda Experimental do .
12 Gléria-Uberlandia-MG Verde, filamentoso
3 Coletado arvore Cerrado, Fazenda Verde. filamentoso
Experimental do Gléria-Uberlandia-MG ’
Coletado galhos, Fazenda Experimental do .
14 Gléria-Uberlandia-MG Preto, filamentoso
15 Coletado caule de arvore, Fazenda Preto. filamentoso
Experimental do Gléria-Uberlandia-MG ’
Coletado em Ipé em Fazenda no municipio .
16 de Patos de Minas/MG Preto, filamentoso
Coletado mangueira, Fazenda Experimental .
17 Preto, filamentoso

do Gléria-Uberlandia-MG.

A levedura utilizada para as fermentacdes alcodlicas foi a cepa Saccharomyces

cerevisiae Y904 produzida pela Mauri Brasil Ind. Com. Ltda, na forma liofilizada. Esta

levedura foi estocada sob refrigeracdo (5 £ 1°C) em embalagem fechada. Esta levedura

é comercializada e utilizada no Brasil em plantas industriais de fermentacéo alcodlica.

Para os testes de fermentagdo das pentoses foi utilizada Pichia stipitis (ATCC 58376)

mantida em meio de composi¢do (g/L): 10,0 xilose, 5,0 arabinose, 5,0 glicose, 1,0
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(NH4)2S04, 1,0 MgS04.7H,0, 3,0 extrato de levedura, 15 Agar, com repique a cada 20
dias.

3.2. Biomassas

As biomassas utilizadas foram: farelo de arroz, adquirido de beneficiadora da
regido (Uberlandia/MG); soro de queijo em po reconstituido na concentragdo de lactose
de 36 £ 1,5 g/L, gentilmente cedido pela empresa Cargill, Uberlandia/MG; bagaco de
cana-de-agUcar ndo tratado termicamente (BNT); bagaco de cana tratado a exploséo a
vapor, com diferentes condi¢des de severidade (JOLLEZ et al., 1993): baixa severidade
(12 kgficm? e tempo de 8 minutos) (BBS) e alta severidade (19 kgf/lcm?® e tempo de 4
minutos) (BAS), gentilmente cedido pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
Piracicaba/SP.

As biomassas foram armazenadas em sacos pléasticos fechados sob refrigeracéo
(5 £1°C). Nas Figuras 3.2 e 3.3 estdo apresentadas as biomassas. Os procedimentos de

caracterizacdo dos bagacos de cana estdo descritos no item 3.3.17.

Bagacode canasem = Bagaco de cana tratado Bagaco de cana tratado
tratamento baixa severidade alta severidade

Figura 3.2 — Imagem ilustrativa do bagaco de cana-de-agUcar ndo tratado termicamente-
BNT; bagaco de cana tratado a exploséo a vapor a baixa severidade-BBS e bagaco de
cana tratado a explosdo a vapor a alta severidade (BAS).
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Farelo de arroz Soro de queijo

Figura 3.3 — Imagem ilustrativa do farelo do beneficiamento de arroz e do soro de
queijo.

3.3. Metodologia experimental

3.3.1. Selecdo dos microrganismos por avaliacdo do indice enzimatico

A selecdo dos fungos coletados no Cerrado do Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba, inicialmente foi realizada pela atividade enzimética (celulase) de degradagdo
da celulose em meio Agar, com celulose como Unica fonte de carbono, fundamentada na
metodologia descrita por Teather e Wood (1982) e Herculano et al., (2011). Neste
estudo, foram utilizadas como referéncia de producéo de celulase, as cepas comerciais,
Aspergillus niger ATCC 16404 (18) e Trichoderma reesei CCT 2768 (19).

Para os ensaios foi utilizado meio Agar-carboximetilcelulose, com a seguinte
composi¢cdo em (g/L): 0,5 MgSQO,4; 0,5 KCI; 3,0 NaNOs; 0,01 FeSO,.7H,0O; 1,0
KH,POyg; 15,0 Agar; 10,0 carboximetilcelulose. Foram inoculados, com auxilio de uma
micropipeta, 10 uL de solugéo do fungo em estudo, no centro da placa de Petri contendo

0 meio Agar-carboximetilcelulose (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Inoculacdo do fungo em estudo em meio contendo celulose como Unica
fonte de carbono.

As placas, em triplicata, foram incubadas por dois dias a 30 + 1°C. Depois
desse periodo, foi vertido sobre as placas 10 mL de solucdo corante de vermelho congo
(1 g/L). Apos 15 minutos em repouso a solucdo foi descartada. Em seguida, as culturas
foram lavadas com solucdo de NaCl 2M e deixadas em repouso com esta solugdo por
mais 15 minutos. A presenca de zonas claras ao redor das culturas é indicadora da
atividade de celulase, além da magnitude desta. Os diametros das coldnias e dos halos
de hidrélise produzidos foram medidos com paquimetro durante os dois dias. As
atividades celulares foram avaliadas em termos de indice enzimatico, calculado pela
relacdo entre o didmetro do halo gerado, mm, (gh) ao revelar o fungo com vermelho de
congo e o didmetro da colbnia, mm, (gc).

Os fungos mais promissores na producao de celulases foram identificados pela
Fundacdo André Tosello de Pesquisa e Tecnologia (Campinas, SP-Brasil) e Laboratdrio
Exame (Uberlandia, MG-Brasil), por testes bioquimicos de taxonomia convencional.
Esta metodologia é baseada na analise comparativa de caracteristicas diferenciais de
morfologia, fisiologia e metabolismo bioquimico da linhagem teste com dados das
espécies de referéncia descritas na literatura (PITT e HOCKING, 1985; SAMSON et
al., 1995; BARNETT e HUNTER, 1999; ALVES-PRADO et al., 2010; DSMZ, 2013;
MYCOBANK, 2013).
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3.3.2. Fermentac0es

Neste estudo foram realizadas dois tipos de fermentagGes. A fermentacdo em
estado sélido (FES) para a producéo do complexo enzimético bruto (EEB) empregando
os fungos e a fermentagdo alcodlica (FA) para a producdo de etanol empregando
levedura.

As respostas adotadas para este estudo foram: atividade enzimética em FPase
(item 3.3.16.1), concentragdo de agucares redutores (item 3.3.16.3), concentracdo de
proteina (item 3.3.16.4), concentragdo celular no meio fermentado da FES e de etanol
no meio obtido da FA (item 3.3.16.5) e determinagdo de agucares e de etanol (item
3.3.16.2) no meio fermentado da FA. Todos os experimentos e métodos analiticos

foram realizados em triplicata.

3.3.2.1. Fermentacdo em estado solido (FES) para a producéo do

complexo enzimatico bruto

In6culo: Para o preparo do indculo para as FES foi utilizado meio de cultura
Czapek liquido, conforme composicdo em (g/L): 2 NaNOs; 1 K,HPOg; 0,5 MgSQy; 0,5
KCI; 0,01 FeSOq4; 20,0 Glicose, previamente esterilizado em autoclave a 1,0 atm por 20
min. Esporos da linhagem do fungo em estudo, foram inoculados em Erlenmeyer de 250
mL de volume, com tampéo de algoddo envolto em gaze, contendo 100 mL de Czapek
liguido. O meio inoculado foi deixado em mesa agitadora a 120 rpm, por 48 h em
temperatura ambiente (28 £ 2 °C). As células geradas foram centrifugadas e
ressuspensas em agua, obtendo uma concentracio celular da ordem de 10° esporos/mL.
A seguir estas células foram utilizadas nas FES visando a producdo de complexo
enzimatico.

EES: As fermentacGes para producdo de enzimas foram conduzidas em reator
estatico (frascos conicos de 500 mL de volume) com 40 g de substrato e 40 g de agua
com células centrifugadas vindo do indculo. Os substratos solidos consistiam de bagago
de cana e farelo de arroz, com composicoes e tempos de fermentacdo definidos em cada
experimento.

Extracdo das enzimas: para extracdo das enzimas foi utilizado 100 mL de

solucBes de Tween 80 1% em agua; Tween 80 1% em soro de queijo ou Tween 80 1%
em soro de queijo hidrolisado com &cido ou enzima, estas solucbes sdo definidas e
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descritas em cada experimento. Em seguida o meio fermentado foi filtrado e

centrifugado a 18.900g por 20 minutos e o EEB foi obtido do sobrenadante.

3.3.2.2. Processo de fermentacdo alcodlica (FA) com hidrolise

simultanea para producao de etanol

Visando avaliar a producdo de etanol, as FAs foram realizadas com 100 mL do
meio obtido do EEB produzidos por FES, 25 g de substrato sélido e levedura, em reator
batelada sobre mesa agitada, com volume total de 250 mL. A FA e a hidrolise
enzimatica foram simultdneas. As condigdes adotadas para a FA foram as mesmas das
fermentagdes com caldo de cana-de-agucar: temperatura de 35 £ 1°C, pH de 4,5,
concentracdo de indculo (levedura Saccharomyces cerevisiae Y904) de 30 g/L. O tempo
de fermentacdo, a composicdo do substrato (biomassa) utilizado na produgéo de etanol
foram adotados de acordo com cada experimento. O meio de FA foi suplementado com
sais com em (g/L): 5,0 fosfato de potassio monobasico, 1,0 sulfato de magnésio, 1,0
cloreto de aménio, 5,0 g cloreto de potassio e 1,0 g /L de extrato de levedura. Para
evitar contaminacdo nas fermentagBes alcoodlicas foi feita adicdo de antibiotico
Kamoran® na concentragdo de 6 ppm. Um esquema do procedimento de fermentagdes
realizado pode ser observado na Figura 3.5, com hidrélise enzimatica e fermentacéo

alcodlica simultaneas.

Etanol

Inodculo Levedura
Celulas fungo l
Fermentacao em Extrato enzimatico Fermentacio
estado solido (FES) | Extracio das bruto (EEB) alcoélica (FA)
enzimas

|

Residuos agroindustriais Bagaco de cana-de-aclicar

Figura 3.5 — Fluxograma ilustrativo das fermentacGes realizadas para produgéo de
enzimas e etanol.
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3.3.3. Testes de referéncia para avaliar a producéo de etanol

Para avaliar a producdo de etanol foram realizados testes de referéncia para
determinar a concentragdo de etanol proveniente do extrato enzimético e dos substratos
solidos adicionados na fermentacdo alcoolica. Estes testes foram realizados todas as
vezes que o substrato solido ou as condi¢Bes das fermentacfes eram alterados, a fim de
subtrair estes valores da concentracdo final de etanol, assim, neste trabalho, os

resultados de etanol representam apenas a acéo do extrato enzimatico.

3.3.4. Avaliacdo do tempo e da composi¢do do meio da FES para producéo

do complexo enzimatico bruto

Neste estudo foram realizados testes visando avaliar as biomassas a serem
utilizadas como substrato sélido e fonte de carbono e energia para os fungos do
Cerrado, na producdo dos extratos enzimaticos brutos por FESs e 0 tempo necessario
para tais fermentacOes. Inicialmente utilizou-se o fungo F2 (Mucor racemosus
Fresenius), previamente selecionado no teste de degradacdo de celulose (item 3.3.1),
como promissor na producdo de celulase, para definir uma condigdo padrdo de FES para
0s testes de producdo de etanol com os demais fungos selecionados.

No estudo dos meios solidos, as FESs foram conduzidas de acordo com o item

3.3.2.1, com o fungo em estudo e com substratos para FES descritos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Composi¢do dos meios de FES para producgdo dos extratos enzimaticos.

Meio producdo de enzimas BBS (%op/p) Farelo de arroz (%p/p)
MPE1 100 0
MPE2 80 20
MPE3 60 40
MPE4 40 60
MPE5 20 80
MPEG6 0 100

BBS: Bagaco de cana tratado a explosdo a vapor na condi¢do de baixa severidade (12
kgf/cm? por 8 min).

O tempo de FES foi de 60 horas, as enzimas foram extraidas com 100 mL de

solugdo de Tween 80 1% em agua deionizada. Para fermentacGes alcoodlicas foram
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utilizados como substratos sélidos, bagaco de cana-de-aglcar tratado a explosédo a
vapor, na condi¢do de baixa severidade (BBS) e tempo de fermentacdo de 48 h, demais
condicdes descritas no item 3.3.2.2 (FA).

Para avaliar a influéncia do tempo de FES na qualidade dos extratos
enzimaticos, foram realizadas FES para tempos de 24, 36, 48, 72, 84 e 96 h, com fungo
em estudo, meio sélido de 40% BBS, 60% farelo de arroz (MPE4). As enzimas foram
extraidas com 100 mL de solucdo de Tween 80 1% em &gua deionizada (item 3.3.2.1).
As Fermentacdes alcoolicas (FAs) foram conduzidas de acordo com condigdes descritas
no item 3.3.2.2, com substrato solido BBS e tempo de fermentacdo de 48 h.

3.3.5. Avaliacdo da composic¢éo do substrato na producéo de etanol a partir

de complexo enzimatico obtido da cepa selvagem selecionada

Para a avaliagdo do substrato sélido na producdo de etanol foram realizadas
FAs com extrato enzimatico bruto produzido por FES, condigdes descritas no item
3.3.2.1, com fungo em estudo F2 (Mucor racemosus Fresenius), meio solido de 40%
BBS, 60% farelo de arroz (MPE4), durante 72 h de fermentacdo. As enzimas foram
extraidas com 100 mL solucdo de Tween 80 1% em &gua deionizada.

As fermentac6es alcodlicas (FA) foram conduzidas nas condi¢des descritas no
item 3.3.2.2, com tempo de fermentacdo de 48 h e os substratos solidos avaliados para
producédo de etanol, bagaco de cana tratado a exploséo a vapor, na condi¢cdo de baixa
severidade, alta severidade e bagaco de cana ndo tratado termicamente (“in natura”),

estdo descritos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Composicdo dos substratos solidos na fermentacao alcodlica na producgao

de etanol.

Substrato solido BBS % (p/p) BAS % (p/p) BNT % (p/p)
MFAL 100 0 0
MFA2 98 0 2
MFA3 96 0 4
MFA4 94 0 6
MFAS 50 50 0
MFAG 0 100 0

BBS: bagaco de cana tratado a explosdo a vapor na condi¢do de baixa severidade (12
kgf/cm?, 8 min.). BAS: bagaco de cana tratado a explosdo a vapor na condicdo de alta
severidade (19 kgf/cm?, 4 min.); BNT: bagaco de cana ndo tratado termicamente.

3.3.6. Comparacdo da producdo de etanol a partir de extrato enzimético

produzido por diferentes cepas selvagens coletada no Cerrado Triangulo Mineiro.

Neste estudo foi avaliada a capacidade dos extratos enzimaticos brutos (EEB)
gerados por fermentacdo solida dos diferentes fungos selecionados do Cerrado (mais
promissores em producdo de celulase) na producéo de etanol. Os EEB foram produzidos
de acordo com o item 3.3.2.1, com substrato MPE4 (40% BBS, 60% farelo de arroz) e
por 72 h de FES. Os fungos avaliados foram de numero C7, E3, E6, E8, F2, 11, 12, 13,
14, 15, 16 e 17. As enzimas foram extraidas com 100 mL solucdo de Tween 80 1% em
agua deionizada.

Para cada fermentacéo alcodlica foi utilizado 100 mL do EEB, e o substrato
para producdo de etanol foi o meio MFA3 (96% BBS, 4% BNT). O tempo de

fermentac&o alcoolica foi de 48 h e demais condic¢des descritas no item 3.3.2.2.

3.3.7. Producéo de etanol a partir do complexo enzimético produzido pela
cepa selvagem selecionada (M. racemosus Fresenius) empregando diferentes

solugdes para extragdo da enzima

Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia dos diferentes meios de
extracdo de enzima na producdo de extratos enzimaticos e etanol, visando o

aproveitamento do soro de queijo, um subproduto das industrias de laticinios, abundante
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localmente e rico em lactose e nutrientes. As FES foram realizadas conforme item
3.3.2.1, com a cepa M. racemosus Fresenius (F2) e substrato MPE4 (40% BBS, 60%
farelo de arroz) durante 72 h de FES. Os meios para extragdo das enzimas estéo

descritos na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Os meios para extracdo das enzimas apés FES.

Cadigo Descri¢cao do meio de extracdo de enzimas

ST Tween 80 a 1% em &gua deionizada.
SwW Tween 80 a 1% em soro de queijo com 36 £ 1,5 g/L de lactose.
SWHA Tween 80 a 1% em soro de queijo hidrolisado com H;SO, (1%) em
autoclave a 0,5 atm por 20 min (condicOes definidas em testes preliminares).
SWHE Tween 80 a 1% em soro hidrolisado com B-galactosidase (comercial de
Aspergillus oryzae) 3 g/L (pH 4,5, 35+ 1°C e 2 h) (FREITAS et al., 2011).

Para producdo de etanol (conforme item 3.3.2.2) foi utilizado 100 mL do EEB
produzido pela FES, extraidos com as diferentes solugdes de extracéo, e o substrato para
fermentacgdo alcoodlica foi 0 MFA3 (96% BBS+4% BNT). Os tempos de FA foram 24,

36, 48 e 60 horas, avaliando como resposta a producéo de etanol.
3.3.8. Fermentacdes sucessivas utilizando Mucor racemosus Fresenius

Visando aumentar a produgdo de etanol sem aumentar a quantidade de
substrato sélido na fermentagdo alcodlica, pois a proporgao de carga de solidos e extrato
enzimatico bruto (EEB) estava no limite para fermentacdo submersa (25 g de substrato
solido/100 mL de EEB), foram realizadas fermentacdes sucessivas, ou seja, 0 meio
fermentado de cada fermentagdo alcoodlica era utilizado na extragdo do complexo
enzimatico da fermentacdo em estado sélida (FES) seguinte, e este complexo
enzimatico era utilizado na fermentacgdo alcodlica seguinte.

As FESs foram realizadas conforme item 3.3.2.1, com ino6culo M. racemosus
Fresenius e substrato MPE4 (40% BBS, 60% farelo de arroz) durante 72 h de
fermentacdo. Os meios para extracdo das enzimas foram: ST, SW, SWHA (Tabela 3.4).

Para producdo de etanol (item 3.3.2.2) foi utilizado 100 mL do extrato
enzimatico bruto produzido por FES, e o substrato para producdo de etanol foi MFA3

(96% BBS, 4% BNT). Foram realizadas cinco fermentacGes alcodlicas sucessivas,
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durante 24 h cada, totalizando 120 h de FA, com adi¢do de substrato solido (MFA3:
96% BBS, 4% BNT) a cada 24 h e em dois procedimentos, um com reposi¢do de novas
enzimas e outro com reuso de enzimas.

FermentacGes sucessivas com reposicdo de enzimas: 0 primeiro extrato

enzimatico bruto (extraido com ST, SW, SWHA) e substrato sélido foi fermentado por
24 h, apoOs este tempo, o meio fermentado foi filtrado (para retirar o substrato ja
fermentado) e utilizado para extrair um novo complexo enzimatico, no intuito de obter
enzimas novas (ativas), e a este adicionava-se um novo substrato sélido (MFA3: 96%
BBS, 4% BNT) e procedia-se a fermentacdo alcoolica por 24 h. Para manter a mesma
relagdo 25 g de substrato solido em 100 mL de meio na FA, adicionava-se, caso
necessario, mais solucdo de enzima extraida (nova) de outro reator, conforme
procedimento mencionado acima. Com este procedimento para a primeira fermentacao
alcoolica foi utilizado 10 reatores bateladas e ao término da quinta fermentagdo havia
apenas 3 reatores de FA. Neste procedimento as leveduras foram reutilizadas. Um
fluxograma ilustrativo do processo de fermentagdo alcodlica sucessiva pode ser
observado na Figura 3.6.

FermentacGes sucessivas sem reposicdo de enzimas: para comparacgdo, foram

realizadas fermentagdes sucessivas, com primeiro EEB extraido com ST, sem a
reposicéo de enzimas, ou seja, neste caso as fermentagdes sucessivas foram realizadas
com o reuso de enzima e de levedura (sem extrair um novo complexo enzimatico),
apenas adiciona-se substrato solida a cada 24 h de FA. Visando manter a relagdo de 25
g de substrato sélido para 100 mL de meio na FA, o nUmero de reatores na primeira,
segunda, terceira, quarta e quinta fermentacdo foram 7, 6, 5, 4 e 3, respectivamente.

A reposicdo de levedura foi realizada quando a contagem da mesma foi menor
do que 10° células/mL. Vale ressaltar que para cada fermentacdo o pH da FA foi
corrigido para 4,5 e 0 meio ndo foi reconstituido de sais minerais e nem extrato de

levedura, em ambos os procedimentos de fermentacdes sucessivas.
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Figura 3.6 — Esquema ilustrativo da fermentagdo sucessiva com reposi¢do de enzimas.

3.3.9. Fermentac0es sucessivas de Mucor racemosus Fresenius e Aspergillus

niger
Foram realizadas fermentagdes sucessivas, conforme procedimento descrito no
item 3.3.8., com extrato enzimtico produzido M. racemosus Fresenius e outra por
extrato enziméatico produzido por A. niger (14), visto que esta cepa selvagem se mostrou
promissora nos resultados de producdo de celulase e etanol (item 3.3.1. e 3.3.6.) O meio
solido foi MPE4 (40% BBS, 60% farelo de arroz) e o tempo de FES foi 72 h. As

enzimas foram extraidas com solucdo de 4gua e Tween 80 1% (ST). O meio solido para
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producéo de etanol foi de MFA3 (96% BBS), com adicéo de sais e extrato de levedura
apenas na primeira FA, durante 24 h de FA.

3.3.10. Misturas dos complexos enzimaticos produzidos por M. racemosus

Fresenius e A. niger

Com a finalidade de hidrolisar 0 maximo de agucares & fermentacdo alcodlica
foi avaliada a utilizacdo de misturas de enzimas produzidas por duas cepas coletadas no
Cerrado, as quais se mostraram mais promissoras nos resultados de producdo de
celulase e etanol, M. racemosus Fresenius (F2) e A. niger (l14). As FES foram
produzidas separadamente, ou seja, uma para cada fungo, ambas de acordo
procedimento de producdo de enzimas descrito no item 3.3.2.1, com substrato sélido
MPE4 (40%BBS, 60% farelo de arroz) por 72 h de FES. As enzimas foram extraidas
com 100 mL solucdo de Tween 80 1% em &gua deionizada. Entdo, misturadas e

utilizadas na producéo de etanol, conforme proporc¢des descritas na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Misturas de complexos enzimaticos de M. racemosus Fresenius e A. niger.

(%) Extrato enzimatico bruto

M. racemosus Fresenius 0 25 35 50 65 80 100

A. niger 100 75 65 50 35 20 0

Para producdo de etanol foi utilizado 100 mL dessas misturas de EEBs, e o
substrato foi MFA3 (96% BBS, 4% BNT) com 24 h de FA. As demais condicOes
descritas no item 3.3.2.2.

3.3.11. Fermentacdo alcoodlica em batelada alimentada

Visando aumentar a concentracdo de etanol foram realizados testes de batelada
alimentada, ou seja, com adi¢do de carga de sélidos (bagaco de cana tratado) durante a
fermentac&o alcodlica. Os extratos enzimaticos brutos foram produzidos de acordo com
o item 3.3.2.1, com substrato MPE4, e Aspergillus niger, durante 72 h de FES. As
enzimas foram extraidas com solucéo de Tween 80 1 % em agua deionizada. A FA foi

conduzida em reator de 1000,0 mL, e as demais condi¢Oes estudadas até agora, item
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3.3.2.2, concentracdo de indculo (S. cerevisiae Y904) de 30 g/L, temperatura de 35 +
1°C, pH de 4,5, 150 rpm. O substrato s6lido foi MFA3 (96% BBS, 4% BNT). O reator,
contendo 300 mL de EEB e inicialmente 25 g de carga de solido (MFA3), fermentado
por 24 h, entdo o reator foi alimentado com 25 g de carga de so6lido por mais 24 h,
totalizando 96 h 75 g de carga de sdlidos e 120 FA.

3.3.12. Uso de inteligéncia artificial na avaliagéo dos efeitos de temperatura,
tempo e quantidades de extrato enzimético, bagaco de cana e indculo e na
producéo de etanol

3.3.12.1. Ensaios experimentais

Para avaliar o efeito das variaveis, temperatura, tempo, extrato enzimatico,
concentracdo inicial de Saccharomyces cerevisiae (in6culo) e bagaco de cana na
fermentacgdo de etanol de segunda geracdo, pelo uso de técnicas de inteligéncia artificial,
foi feita a avaliagdo de producdo de etanol na fermentacdo em 19 experimentos
distintos, com as condigdes descritas na Tabela 3.6. Nestes ensaios, as concentragdes de
acucares e etanol foram determinadas para tempos de 0, 10, 14, 18, 22, 26, 34, 38, 40,
42, 44, 46 e 48 h de fermentagdo alcodlica.

Os extratos enzimaticos foram produzidos de acordo com o item 3.3.2.1, com
substrato MPE4 (40% BBS, 60% farelo de arroz), e Aspergillus niger, durante 72 h de
FES. As enzimas foram extraidas com solucéo de Tween 80 1 % em &gua deionizada e
este extrato enzimatico bruto (EEB) utilizado para as fermentacGes alcodlicas (FAS)
(Tabela 3.6). O meio de FA foi, suplementado com sais e extrato de levedura (item
3.3.2.1), pH 4,5, com agitacdo de 150 rpm.
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Tabela 3.6 — Descrigdo das condicOes dos ensaios de avaliagéo dos efeitos de tempo
temperatura, extrato enzimatico, indculo e bagaco de cana na producéo de etanol.

Ensaio T (°C) EEB (%) In6culo (g/L) BBS (%)
1 40 100 35 25
2 40 100 25 15
3 30 60 35 25
4 40 60 25 25
5 30 100 25 25
6 30 100 35 15
7 40 60 35 15
8 30 60 25 15
9 40 60 25 15
10 40 60 35 25
11 40 100 35 15
12 30 60 25 25
13 30 60 35 15
14 30 100 25 15
15 40 100 25 25
16 30 100 35 25
17 35 80 30 20
18 35 80 30 20
19 35 80 30 20

EEB: extrato enzimatico bruto; Indculo: Saccharomyces cerevisiae Y904; BBS: bagaco
de cana tratado na condicdo de baixa severidade.

3.3.12.2. Avaliagdo das melhores condigdes associadas a producao de

etanol
As 1729 medidas experimentais representativas das concentragdes em
diferentes tempos e temperatura de fermentacéo alcodlica foram utilizados para ajustar a
rede neuronal, com a utilizagdo de 2/3 dos pontos e no treinamento da rede 1/3 dos
pontos na validagdo deste tratamento. Foi utilizada rede neuronal muiltiplas camadas,
com duas camadas ocultas de neurdnios tansing (funcdo de transferéncia tangente
hiperbdlica) e a camada de saida de dados do tipo purelin (funcdo de transferéncia

linear) e demais parametros descritos no Quadro 3.2.
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Quadro 3.2 — Parametros da rede neuronal.

Tipo Rede neural de multiplas camadas
Neur6nios 54,31
Taxa global de aprendizagem 0,01
Momento global 0,5
Camadas ocultas tansing
Camadas de saida purelin
Método de treinamento Adaptacédo de gradiente descendente

No ajuste da rede neuronal foram utilizadas biblioteca Amore (a more flexible
neural network) da linguagem R com parametros apresentados (Quadro 3.2) em 900
diferentes arquiteturas com niimero de neurdnios nas camadas ocultas variavel entre 1 e
30 para cada camada oculta e a melhor configuracdo foi escolhida como sendo aquela
que apresentou melhor coeficiente de correlacdo referente aos pontos de validacdo da
rede.

A determinacédo das condigOes otimizadas de tempo e temperatura, quantidades
de levedura, bagaco de cana e extrato enzimatico bruto associadas & producdo de etanol
foram avaliadas pelos métodos heuristicos de otimiza¢do por colonia de formigas
(ACO-ant colony optimization). No método ACO foram utilizados um nimero variavel
de formigas e busca com parametros associados ao ajuste de feromonios (tj); a= 1; p=
2, p= 0,5 (taxa de evaporagéo), sendo utilizado 500 formigas e 500 buscas, totalizando
250.000 avaliagdes.

3.3.13. Fermentacao alcoodlica de bagaco de cana tratado por Pichia stipitis

Nesta etapa do trabalho foram estudadas fermentagdes alcoolicas com bagaco
de cana tratado a baixa severidade (BBS) por levedura fermentadora de pentoses, Pichia
stipitis.

Inicialmente foi feito um processo de adaptacéo da Pichia stipitis em meio com
pentoses, visando estimular o consumo destes agUcares pela levedura. Pré-inculo: meio
na seguinte composicgédo (g/L): 10,0 xilose, 5,0 arabinose, 5,0 glicose, 1,0 (NH4)2SO4,
1,0 MgSQO,.7H,0, 3,0 extrato de levedura, o pH foi ajustado para 6,5 (GUPTA,
SHARMA e KUHAD, 2009; SILVA et al., 2012). A este meio previamente esterilizado,
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inoculou-se a Pichia stipitis, mantendo a 30 + 1°C, 150 rpm por 24 h. Entdo, as células
foram centrifugadas e utilizadas na FA, obtendo uma concentragéo celular da ordem de
10® células/mL.

Os extratos enzimaticos foram produzidos de acordo com o item 3.3.2.1, com
substrato MPE4, e A. niger, durante 72 h de FES. As enzimas foram extraidas com agua
deionizada e 1% de Tween 80 e este EEB utilizado entdo para as FA. O meio de
fermentagdo alcodlica foi 25,0 g de MFA3, suplementado com sais e extrato de levedura
(item 3.3.2.1).

Para fermentagdes alcoodlicas (FA) foram realizados trés procedimentos:

o Procedimento 1: As FAs foram realizadas utilizando simultaneamente a
Pichia stipitis (10° células/mL) e Saccharomyces cerevisiae (30 g/L) em pHs de 6,5, 5,5
e 4,5, para os tempos de fermentacéo de 48 e 72 horas.

o Procedimento 2: As FAs foram realizadas inicialmente com a S.
cerevisiae, nas condi¢des desta levedura: concentracdo de indculo de 30 g/L,
temperatura de 35 + 1°C, pH de 4,5, 150 rpm. E apds 24 h de FA, o caldo fermentado
foi ajustado para as condicOes da levedura P. stipitis, temperatura de 30 = 1°C, pH de
6,5, 150 rpm, e fermentado por mais 48 h.

o Procedimento 3: As FAs foram realizadas inicialmente com a P. stipitis,
temperatura de 30 £ 1°C, pH de 6,5, 150 rpm, durante 48 h de fermentacdo. Apos, 0
caldo de fermentacéo foi ajustado para condicdes da S. cerevisiae, temperatura de 35 +

1°C, pH de 4,5, 150 rpm e fermentado por mais 24 h.

3.3.14. Processos Hidrolise enzimatica separada da fermentacéo alcodlica

Neste estudo a hidrolise enzimatica da biomassa celulésica por EEB foi
realizada separadamente da fermentacdo alcodlica. Os extratos enzimaticos foram
produzidos de acordo com o item 3.3.2.1, com substrato MPE4, e A. niger, durante 72 h
de FES. As enzimas foram extraidas com agua deionizada e 1% de Tween 80 e este
EEB foi utilizado para hidrdlise enzimatica de 25,0 g de MFAS3, a temperatura de 35°C,
pHs de 4,0, 4,5; 5,0 e 6,0, durante 24 h de hidrdlise. ApoOs este tempo, 0 meio foi
suplementado com sais e extrato de levedura e adicionado a S. cerevisiae (30 g/L) (item
3.3.2.1) e fermentado durante 24 h. Um fluxograma do processo de hidrélise enzimatica

separada da fermentacdo alcodlica pode ser observado na Figura 3.7.
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Na fermentacéo alcodlica dois procedimentos foram adotados, em um processo
a biomassa hidrolisada foi mantida no meio de FA e no outro a biomassa hidrolisada foi

retirada e apenas o caldo hidrolisado foi utilizado na FA.

lExtrato enzimatico bruto lL evedura
Hidrélise enzimatica Fermentacio alcodlica ) Etanol
pH4: 4,5:5,0; 6,0, 150 rpm, 35°C, pH 4.5, 150 rpm, ano
24h 24h

TBagaco de cana-de-acucar

Figura 3.7 — Fluxograma ilustrativo do processo de hidrolise enzimética separada da
fermentacg&o alcoolica.

3.3.15. Estudo da Concentracéo do complexo enzimatico

Neste estudo foram purificados os extratos enzimaticos brutos (EEB), visando
concentrar as enzimas produzidas por FES A. niger e MPE4 (40% de BBS e 60% de
farelo de arroz) durante 72 h de FES. Os EEBs foram extraidos com solu¢do Tween 80
(1%) em &gua deionizada, e entdo seguido os processos de concentracdo descritos
abaixo.

Para producdo de etanol foi utilizado 100 mL do extrato enzimatico
concentrado (EEC), e o substrato para producgéo de etanol foi 25 g do meio 96%BBS
(MFA3). O tempo de FA foi de 24 h e demais condi¢Ges descritas no item 3.3.2.2.

3.3.15.1. Purificacdo por Sistema Aquoso Bifésico (SAB)

A preparacdo dos sistemas aquosos bifasico para a extragdo de celulases foi
realizado de acordo com metodologia de Herculano et al. (2012), inicialmente os
extratos enzimaticos brutos (EEBs) foram clarificados, por filtragdo a vacuo em papel
Whatman n°l, e centrifugado durante 15 min/4500 rpm. Entdo, os sistemas foram
preparados com polietileno glicol (PEG) de diferentes pesos moleculares (2000 e 6000
g/mol) e sal de citrato de sddio (NasCsHsO7 2H,0) em diferentes percentagens, o pH

dos sistemas foi ajustado com quantidade apropriada de acido citrico para manter um
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valor de pH de 7,0 ou 8.0. Estas condi¢Oes, peso molecular do PEG, % PEG e % de sal

e pH estdo apresentadas na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 — Preparacdo dos Sistemas aquosos bifasicos com PEG/sal citrato de sodio.

Descricao dos Sistemas aquosos bifasicos

Controle EEB (sem concentrar)

Experimento 1 20% PEG 6000 g/mol + 10% citrato de sodio + 20% EEB, pH 8,0
Experimento 2 24% PEG 2000 g/mol + 15% citrato de sodio + 20% EEB, pH 8,0
Experimento 3 22% PEG 2000 g/mol + 17,5% citrato de sodio + 20% EEB, pH 7,0
Experimento 4 18% PEG 2000 g/mol + 17,5% citrato de sodio + 20% EEB, pH 7,0
Experimento 5 26% PEG 2000 g/mol + 17,5% citrato de sodio + 20% EEB, pH 7,0

EEB:extrato enzimético bruto; PEG: Polietileno glicol.

As quantidades desejadas de PEG e sal foram colocadas em tubos de
centrifugacdo graduados (15 mL). Os EEBs clarificados, foram adicionado aos tubos,
calculado para 20% do total do sistema. Entdo, foi adicionada agua deionizada foi entdo
para atingir um peso final de 10,0 g. Ap0s agitacdo em Vortex durante 1,0 min, as duas
fases foram separadas por sedimentacdo durante 40 min. Os volumes de fases foram
medidos, e as fases superior e inferior foram retiradas separadamente e analisadas.

Tanto os EEBs quanto as amostras de ambas as fases ap0s concentracdo por
SABs foram analisados quanto a atividade enzimatica, FPase (item 3.3.16.1) e
concentracdo de proteinas (item 3.3.16.4), o que permitiu o calculo do fator de
purificacéo e etanol (item 3.3.16.2).

3.3.15.1.1. Determinagéo do fator de purificacao

O fator de purificagdo (FP) foi calculado como a razéo entre a atividade
especifica da fase superior pela atividade especifica do extrato enzimético antes da

particdo (A;), conforme Equacéo 3.2:

A /C,
P =
A/C;

(3.2)
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Sendo:

A atividade enzimatica volumétrica da fase superior; A;: atividade especifica antes da
partico;

Ct: Concentragdo de proteina total na fase superior; Ci: Concentracdo de proteina do

extrato enzimético antes da partig&o.

3.3.15.2. Precipitacdo com Sulfato de Amonio (Salting-out)

A separagdo enzimatica foi realizada por salting-out (precipitacdo salina)
utilizando sulfato de amonio nas concentragdes de 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60 e 0,70
g/g da mistura sal e extrato enziméatico bruto. Com ajuste de pH para 6,5 e manutengéo
da mistura salina a 4 = 1°C por um periodo de 12 h (overnight) seguido de
centrifugacdo a 18900 g e solubilizagdo do precipitado em &gua em um volume
correspondente a 1/3 do volume inicial (ROCHA, 2011).

A avaliagdo da eficiéncia da separacdo foi realizada por determinacgdo de
FPase (item 3.3.16.1), concentracdo de proteina (item 3.3.16.4.) e etanol (item
3.3.16.2).

3.3.15.3. Concentragédo em Rotaevaporador

Os extratos enziméticos foram concentrados por evaporagcdo a vacuo, Figura
3.8 (Rotaevaporador modelo RV 10 IKA), utilizando vacuo de 500 mm Hg, rotacdo de
160 rpm e temperaturas 50 e 60°C, faixa de temperatura 6tima das enzimas do
complexo das celulases citada na literatura (RABELO, 2010), sendo que o volume do
extrato enzimético foi reduzido a 50% e entdo utilizado para producao de etanol.

A avaliacdo da eficiéncia da concentracdo foi realizada por determinagdo de
FPase (item 3.3.16.1), concentracdo de proteina (item 3.3.16.4.) e etanol (item
3.3.16.2).
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Figura 3.8 — Sistema de evaporagdo a vacuo (Rotaevaporador) utilizado na concentracdo
de extrato enzimatico de A. niger.

3.3.16. Métodos analiticos
3.3.16.1. Atividade em celulase

Para determinacdo da atividade enzimética de celulase total (FPase) utilizou-se
metodologia proposta por Ghose (1987), a atividade foi avaliada como a velocidade de
hidrélise da celulase proveniente de papel de filtro. Foi utilizado 0,05 g de papel de
filtro Whatman n°1 como substrato e a concentracdo de celulase foi quantificada pela
hidrélise do papel de filtro em solucdo tampdo de acetato 0,2 mol/L e pH 5,5,
temperatura e 45°C pelo uso de 1 mL de extrato enzimatico, 2 mL de tampdo para
tempo de uma hora. A glicose gerada foi dosada pelo método da glicose-oxidase
(MANDELS, HONTZ e NYSTROM, 1974). Sendo que uma unidade foi definida como

a geracdo de um micromol de glicose por minuto, expressa em U/g.

3.3.16.2. Determinacao de acucares e etanol

As determinagdes das concentragfes de glicose, lactose e de etanol foram
realizadas em HPLC, pelo método de Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE). O
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processo cromatografico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a
fase movel e a fase estacionaria. As amostras foram diluidas em &gua deionizada,
filtradas e injetadas no sistema cromatografico marca Shimadzu modelo LC-20A
Prominence, coluna SUPELCOGEL Ca, na qual os componentes sdo separados e
detectados por refracdo de luz. A solucdo de arraste utilizada foi &gua deionizada, a
vazéo do eluente de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80°C e volume de injecdo de
20 pL. O etanol e os agucares foram determinados a partir de suas respectivas curvas de
calibracéo.

3.3.16.3. Determinagdo da concentracdo dos agucares redutores

totais

A determinacdo de agucares redutores foi realizada pelo método de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959). Este método baseia-se na reducéo do
acido 3,5- dinitrosalicilico a acido 3-amino-5-nitrosalicilico e, a0 mesmo tempo, na
oxidacdo do grupo aldeido ou cetbnico a grupos carboxilicos, com o desenvolvimento
da cor laranja-marrom intenso, sendo lida espectrofotometricamente a 540 nm. Para
determinar a concentracdo dos ART em cada uma das amostras analisadas, foi

necessaria a construcdo de uma curva-padrao de glicose.
3.3.16.4. Determinacao de proteinas

A determinacédo de proteinas do complexo enzimético foi realizada por Método
proposto por Lowry et al (1951). Neste método, foram utilizadas duas solugdes (A e B);
a solugdo A continha 2 g de carbonato de sddio anidro, 0,02 g de tartarato duplo de
sodio e potéassio e 100 mL de hidroxido de sédio 0,1 N; e a solugdo B continha 0,5 g de
sulfato de cobre, 2 gotas de acido sulfarico em 100 mL de agua destilada. No momento
da analise, as solucbes A e B eram misturadas na seguinte proporcéo: 50 mL da solugéo
A e 1 mL da solucdo B, e 3 mL desta mistura era adicionada, em um tubo de ensaio, a 1
mL da amostra. Agitava-se 0 tubo e esperava-se por 10 min. ApOs essa etapa,
adicionava-se 0,3 mL de Folin-Ciocalteau N/2 (normalidade do reagente diluida a
metade) ao tubo de ensaio. Agitava-se e esperava-se por 30 min. Desse processo, surgiu
uma coloragdo azul devido a reacdo da proteina com o ion cobre em solugéo alcalina.

Para quantificacdo, utilizava-se um espectrofotdmetro a 760 nm para determinacdo de
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proteinas. Para este método, foi necessaria a construgdo prévia de uma curva-padréo de

albumina.

3.3.16.5. Determinagéo de concentragéo celular

A determinacdo da concentragdo celular associada a fermentagdo em estado
solido foi realizada por plagueamento em meio Czapek, com composicdo de nutrientes e
Agar descrita na Tabela 3.1. Para a determinagdo da concentracdo celular das amostras,
na fermentacdo alcodlica, utilizou-se uma cémara de Neubauer espelhada e um
microscépio optico (Olympus). A cdmara composta por 25 quadriculos, considerou-se
para contagem 5 quadriculos que possuem 16 reticulos com uma area de 0,0025 mm? e
profundidade de 0,1 mm para cada quadriculo. Com isso tem-se um volume total da
camara de 0,1 mm® = 0,1 pL.

Para a contagem das células, diluiu-se a amostra e promoveu-se a
homogeneizacdo com vigorosa agitagdo. Colocou-se esta solugdo, com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, entre a cAmara de Neubauer e a laminula, previamente limpas com
alcool 70%. Realizou-se a contagem das células em microscopio éptico utilizando-se
um aumento de 100 vezes. O calculo da concentracéo de célula foi realizado de acordo
com a Equacéo 3.2 (MADIGAN et al., 2004).

1
volume do reticulo
n°reticulos

n°cel. totais x ( )xdiluigéo

Célula/mL =

(3.2)
3.3.17. Caracterizacdo do bagaco de cana-de-agucar

Para realizacdo da caracterizagdo dos bagacos de cana utilizados neste trabalho
(BNT, BBS e BAS), inicialmente, amostras dos mesmos foram previamente secas numa
estufa de circulacdo de ar durante 48 horas a uma temperatura de 40 + 1 °C (até
aproximadamente 10% de umidade). Cada etapa deste processo de caracterizacdo esta

descrita nos proximos itens.
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3.3.17.1. Analises imediatas

Umidade: A andlise de umidade foi determinada pelo célculo da perda de
massa em estufa, a uma temperatura de 110°C por 6 horas. Esse procedimento foi
baseado no método ASTM E871-82.

Teor de cinzas: O teor de cinzas foi determinado baseado nos métodos ASTM
E1534-93, a amostra ficou 4 horas em uma mufla aquecida a 700 °C (SILVA, 2013).

Densidade aparente: Para determinacdo da densidade (Equagdo 3.3), foram
pesados 100,0 g da amostra de bagaco e colocados em proveta para determinar o
volume ocupado, sem haver compactagdo (BRASIL, 2005).

massa
volume ocupado (3.3)

Densidade Aparente (g/cm®)=

pH: Para determinacdo do pH, foi preparada uma suspensdo com 100 mL de
agua destilada e 5,0 g da amostra de bagago. Apds homogeneizacdo a suspensao foi
deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, depois o pH foi mensurado em
potenciémetro digital, previamente calibrado com as soluc¢des padrdes (BRASIL, 2005).

Acucares redutores: Para determinacdo dos agucares redutores pesou-se 1,0 g
de amostra de bagaco e dilui-se para 50,0 mL de &gua destilada. Apds agitacdo por 5
minutos, a mesma foi filtrada. A solucéo filtrada foi analisada pelo método do acido
3,5- dinitrosalicilico (MILLER, 1959) (item 3.3.15.3).

Solidos soluveis (Brix): A concentragdo de sélidos soluveis medida em Brix
(°BX) é uma medida relacionada com a quantidade de acgUcares presentes na amostra.
Amostras de 1,0 g de bagago foram diluidas para 20,0 mL de agua destilada, agitou-se
até perfeita homogeneizagdo e deixou-se a suspensdo em repouso durante 30 minutos.
Apos este periodo a suspensdo foi filtrada, e realizada a leitura em refratdmetro,
obtendo-se o teor de solidos soltveis do residuo (BRASIL, 2005).

3.3.17.2. Anélise de Celulose, hemicelulose, lignina

Para a preparacdo da amostra livre de extrativos, foi utilizada metodologia

baseada em Hames et al. (2008), amostra de 8,0 g de bagaco foi colocada em um
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cartucho de papel filtro e adaptado ao extrator Soxhlet. Foram realizadas duas extragdes,
a primeira com 250 mL de agua destilada, e a segunda com 250 mL de alcool 95%. A
extragdo com cada solvente foi feita por um periodo de 8 horas de refluxo. O conteudo
recolhido no baldo de 500 mL foi rotaevaporado, e o baldo seco em estufa a 105 + 1 °C,
deixado em dessecador por uma hora e pesado para determinar o teor de extrativos. A
amostra de bagaco livre de extrativos foi seca em estufa a 40 + 1°C e entdo utilizada

para determinacéo de lignina e holocelulose.

3.3.17.2.1. Quantificacdo da lignina insoltvel (lignina Klason) e
soltvel

Para determinacédo da lignina foi utilizada & metodologia de Browning (1967),
1,0 g da amostra livre de extrativos foi colocada em um Béquer e adicionou-se 15,0 mL
de H2SO4(72%), de forma lenta e com agitagdo constante. A amostra foi entdo mantida
durante 2 horas & temperatura ambiente (25 + 1 °C) em agitagdo. Apds este tempo, foi
transferida para um baldo de 1000,0 mL e entdo adicionados 560,0 mL de agua destilada
(para concentragdo de &cido sulfirico de 3% (m/m)). O sistema mantido a uma
temperatura de 100 + 1 °C, em refluxo para que ndo ocorresse perda de agua por
evaporacdo (ndo alterar a concentracdo da solucdo de &cido). Apds 4 horas, o sistema foi
deixado em repouso para a sedimentacdo do material insolivel. Este material foi filtrado
em funil de placa porosa, previamente tarada, e lavado com 500,0 mL de agua destilada
quente. Em seguida, foi seco em estufa a 105 + 1°C, por 12 horas, e pesado para
quantificacdo do residuo insoltvel. O conteudo de lignina insoltvel foi calculado como
a percentagem da massa de lignina insolivel em relagdo a massa inicial de amostra seca.

O filtrado do procedimento anterior foi colocado em baldo volumétrico de
100,0 mL e completado com agua destilada até o volume do baldo. A partir dessa
solucdo foi retirado 10,0 mL e acrescentado mais 5,0 mL de agua destilada, formando
assim uma segunda solucdo. A partir desta nova solucdo foi possivel determinar
quantitativamente a lignina sollvel por espectroscopia ultravioleta (UV), a partir da
analise das bandas de absorcéo nas regides de 215 e 280 nm do espectro. Foi feito um
branco (para espectro) realizando o mesmo procedimento para determinar a lignina
insolGvel, entretanto, sem a presenca de amostra livre de extrativos. A concentracdo de
lignina soluvel foi calculada segundo a Equagdo 3.4. (GOLDSCHIMID, 1971 apud
MORAIS, 2005):
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_ 453 (4215 — A280)
Ls.— 300

(3.4)

Sendo:
CL.S. = concentragdo em g L-1 de lignina na amostra;
A215 = absorbancia da solugdo a 215 nm menos a absorbancia do branco a 215 nm; e

A280 = absorbancia da solugdo a 280 nm menos a absorbancia do branco a 280 nm.

3.3.17.2.2. Obtencéo da holocelulose, hemicelulose e celulose

A concentragdo de holocelulose, hemicelulose A e B e celulose foram
determinadas pelo método descrito por Browning (1967). O procedimento foi realizado
da seguinte forma: 5,0 g da amostra foram colocados em um bal&o e adicionou-se 100,0
mL de agua destilada. O baldo foi colocado em banho-maria, a 75 £ 1°C e adicionou-se
2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito de sédio, nesta ordem, tampando o baldo para
ndo ocorrer a perda do gas cloro produzido na reacdo. Apds 1 hora, adicionou-se
novamente 2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito de sddio. Esse processo foi
repetido por mais duas vezes ate que foi observada a holocelulose (coloracdo branca). A
mistura foi entdo resfriada a 10 + 1°C, filtrada em funil de placa porosa, previamente
tarado, e lavada com agua destilada a 5 £ 1°C até que o residuo fibroso apresentasse
coloracéo esbranquicada. O funil com o residuo fibroso foi entdo seco em estufa a 105 +
1°C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o rendimento da
holocelulose.

Para obtencdo da quantidade de celulose foi transferido 3,0 g de holocelulose
para um Erlenmeyer de 250,0 mL, adicionou-se 100,0 mL de solu¢do de KOH (5%) e
fez-se uma atmosfera inerte pela passagem de gés nitrogénio, durante os cinco minutos
iniciais da extracdo para evitar a oxidagdo da celulose. O Erlenmeyer foi vedado, e
mantido em agitacdo constante por 2 horas. A mistura foi entdo filtrada em funil de
placa porosa, lavada com 50,0 mL de solugdo de KOH (5%) e em seguida com 100,0
mL de agua destilada. O filtrado foi entdo recolhido em um Erlenmeyer de 1,0 L e
precipitado com uma solucdo de partes iguais de acido acético e etanol (completando-se

0 volume do Erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose A.
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Para a obtengdo da hemicelulose B, o residuo fibroso retido no funil foi
transferido novamente para o Erlenmeyer de 250,0 mL. O mesmo procedimento para a
obtencdo da hemicelulose A foi repetido utilizando solucdo de KOH (24%). Para
lavagem do residuo fibroso retido no funil, utilizou-se 25,0 mL de solucdo de KOH
(24%), 50,0 mL de agua destilada, 25,0 mL de &cido acético (10%) e 100,0 mL de &gua
destilada, respectivamente. O filtrado recolhido em Erlenmeyer de 1,0 L foi precipitado
com uma solugdo de partes iguais de &cido acético e etanol (completando-se o volume
do Erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose B. Apds a extracdo dos componentes
soliveis em solucBes aquosas de hidroxido de potassio, o residuo fibroso foi lavado
com 4gua destilada até que o filtrado apresentasse pH neutro. O residuo foi entdo lavado

com 50,0 mL de acetona, seco a 105 + 1°C, e pesado (celulose).



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos
no desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, apresentam-se o0s resultados da
caracterizacdo do bagaco de cana utilizado neste trabalho, em seguida a selecdo dos
melhores fungos coletados no Cerrado do Triangulo Mineiro quanto a atividade
enzimatica (celulase). Em seguida, os resultados do estudo da influéncia dos meios
solidos para FES com cepa selecionada e tempo para tal fermentacdo na qualidade dos
extratos enzimaticos brutos (EEB), bem como a utilizacdo destes extratos na produgédo
de etanol com Saccharomyces cerevisiae, avaliando a composicdo da carga de solidos
(bagaco de cana) fermentacdo alcodlica (FA). Na sequéncia sdo expostos e discutidos 0s
resultados das diferentes formas de conducdo de producéo de etanol de bagago de cana:
FA com EEB extraidos da FES com diferentes solugdes (solu¢do de Tween e agua ou
soro de queijo hidrolisado e ndo hidrolisado); FA sucessivas, com acréscimo de carga
de sélidos e enzimas; FA em batelada alimentada; otimizagdo da producdo de etanol por
rede neuronal artificial (RNA) e métodos heuristicos de busca por col6nias de formigas;
FA com levedura fermentadora de pentoses; FA e hidrolise enziméaticas conduzidas
separadamente. Finalizando com os resultados das técnicas de concentracdo de extrato

enzimatico produzidos por cepa selecionada.

4.1. Caracterizacao do bagaco de cana-de-agucar

Na Tabela 4.1 s&o apresentados os resultados obtidos na caracterizagcdo do
bagaco de cana ndo tratado termicamente (BNT), tratado a exploséo a vapor na
condicdo de baixa severidade (BBS) e na condicdo de alta severidade (BAS). Pode-se
observar (Tabela 4.1) que o pré-tratamento térmico a explosdo a vapor na condicdo de
baixa severidade aumentou 1,25 vezes o teor de celulose e na condicdo de alta
severidade 1,36 vezes. Outro ponto observado foi a reducdo da hemicelulose e que a
propor¢do de lignina teve sua alteracdo inferior a 5%. Na Figura 4.1 podem ser
observados 0s componentes majoritarios do BBS, lignina, celulose e hemicelulose do,

apos a caracterizacdo por metodologia de Browning (1967).
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Tabela 4.1 — Composicéo das fibras lignoceluldsicas e analise imediata dos
bagacos de cana.

Biomassa BNT BBS BAS
Celulose (%) 49,8 62,4 67,7
Hemicelulose (%) 251 15,1 13,8
Lingina (%) 24,8 23,2 18,9
Umidade (%0) 6,5 4,80 4,60
Cinzas (%) 3,1 3,16 2,88

pH 52 3,74 3,37

Densidade aparente (g/cm®) 0,126 0,122 0,143
Acucares redutores (%) 1,8 3,87 6,84
Brix (°BX) 3,2 4,5 55

BNT: bagaco de cana-de-acUcar ndo tratado termicamente; BBS: bagaco de cana tratado
a explosdo a vapor na condicdo de baixa severidade (12 kgf/cm?, 8 min.); BAS: bagaco
de cana de acucar tratado a explosdo a vapor na condicdo de alta severidade (19
kgf/cm?, 4 min.).

Bagaco de cana
tratado com explosio a vapor
(12 kgf/cm?, 8 min)

Figura 4.1 — Composicao das fibras lignoceluldsicas do bagago de cana tratado a
explosdo a vapor, na condicéo de baixa severidade-BBS (12 kgf/cm?, 8 min.).
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4.2. Capacidade de degradacéao da celulose

A Figura 4.2 ilustra o resultado do teste de producgédo de celulase em meio de
celulose como unica fonte de carbono, evidenciando o halo de hidrélise formado, o qual
possibilitou o célculo do indice enzimético, pela diferenca entre o halo de hidrdlise
gerado e halo da colénia do fungo inoculado, e na Figura 4.3 sdo apresentados 0s
indices enzimaticos obtidos para os diferentes fungos estudados. E possivel observar
que os fungos F2, E6, E3, 14, E8, C7, 15, 16, 17, 11, 13 e o Aspergillus niger ATCC
16404 (fungo 18) foram os mais expressivos na atividade enzimatica (celulase). Este
resultado, indice enzimético expressivo para o Aspergillus niger era esperado, pois 0
mesmo é grande produtor de enzimas que incluem as enzimas do complexo da celulase,
por esse motivo esse fungo foi adotado como referéncia. Das 71 cepas coletadas no
Cerrado e que cresceram no laboratério (Quadro 4.1), apenas 10 ndo apresentaram
atividade enzimatica por esta metodologia.

a) b)

Figura 4.2 — a) Placa de Petri com meio de celulose apds 48 h de crescimento do fungo
inoculado; b) Revelagdo com vermelho de congo, evidenciando o halo de hidrdlise —
Indice enzimatico (gc = didmetro da colbnia; gh = didmetro do halo).
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Figura 4.3 — Indice enzimatico para os diferentes fungos avaliados no teste de producéo
de celulase em presenga de celulose como Unica fonte de carbono.

Os fungos que apresentaram melhores resultados em celulase foram

identificadas a partir da morfologia e testes bioquimicos e sdo apresentadas no Quadro

4.1.
Quadro 4.1 — Identificacdo dos fungos selecionados por atividade em celulase
Cddigo/Fungos selvagens

F2 Mucor racemosus Fresenius | 12 Trichoderma reesei

C7 Monilia sitophila 13 Trichoderma harzianum

E3 Monilia sitophila 14 Aspergillus niger

E6 Fusarium sp 15 Aspergillus niger

E8 Acremonium sp 16 Aspergillus niger

11 Trichoderma asperellum 17 Aspergillus niger
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Inicialmente optou-se por estudar mais profundamente a cepa identificada
como Mucor racemosus Fresenius (F2) que apresentou maior indice enzimatico (11,8)
no teste de producdo de celulase em presenca a celulose como Unica fonte de carbono.
Este fungo tem sido relatado por varios pesquisadores como produtor de celulase, mas
ha uma caréncia de estudos das enzimas produzidas por este microrganismo na
producéo de etanol. Fungos do género Mucor sdo produtores de enzimas celuloliticas
como relatado por véarios pesquisadores: Nelly (1991); Abdel-Halfez, et al. (2003);
Moharram et al. (2004); El-Said, Maghraby e EI-Shahir (2006); Vasil Chenko et. al.
(2005). Said e Saleem (2008) estudaram fungos coletados do solo da regido oeste da
Libia, verificaram alta ocorréncia de crescimento do fungo Mucor racemosus Fresenius

em meio contendo celulose, destacando-se como produtor de endo 1,4-B-glucanase.

4.3. Avaliagdo do tempo e do meio FES para producdo do complexo enzimatico
empregando o Mucor racemosus Fresenius

A Figura 4.4 mostra a influéncia da composicdo do meio de FES na qualidade
do extrato enzimatico bruto, atividade do fungo expressa em termos de produgédo
enzimatica de celulase (atividade em FPase) e geracdo de proteinas no extrato
enzimatico para as situagdes que se utilizou a mistura farelo de arroz e bagaco de cana
apos explosdo a vapor em baixa severidade (BBS). O tempo de FES foi de 60 horas, a
extracdo da enzima foi realizada com solugdo de Tween 80 1% em &gua (ST) e na
fermentacg&o alcoolica foi utilizado com substrato s6lido BBS e tempo de fermentacéo
de 48 h. Os melhores resultados de producdo de etanol e atividade em FPase pelo uso
de extrato enzimatico bruto de fermentacdo solida foram para 0s meios com
concentragédo de bagaco de 40 (MPE4) e 20% p/p (MPES), respectivamente.

No meio constituido de 100% de bagaco, a concentracdo de etanol foi menor,
que nos meios com misturas de proporcoes de bagaco e farelo de arroz, indicando que o
microrganismo precisa de outras fontes de carbono para ativar a produgdo das enzimas.
Este fato pode ser explicado parcialmente pela dificuldade de degradagédo da celulose
mesmo por fungos produtores de complexos de celulase e pela maior concentragdo de
fatores a toxicos nas situacdes com uso de maior teor de bagaco (o bagaco tem
composicao complexa associada ao tratamento térmico por exploséo de vapor). O farelo
de arroz tem elevado teor protéico, fornecendo uma quantidade de nitrogénio organico

adequada ao crescimento do microrganismo.
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Também pode ser observado que a concentragdo de proteinas e a atividade em
celulase FPase (U/g) no extrato enzimatico podem ser utilizadas como indicativo da
atividade bioldgica do fungo. Ensaios com teor de bagaco superior a 50% sugerem que
0 Mucor racemosus Fresenius tem capacidade de crescer em meio rico em celulose e
representa um microrganismo que merece ser investigado em relagcdo a sua capacidade
de gerar bioprodutos e complexos enziméticos associados ao seu crescimento em meio
com celulose. Ensaios complementares com a concentragdo de 50 e 30% de bagaco
mostraram que a producdo de etanol foi inferior a obtida com 40%, portanto para os
demais experimentos foi selecionado para a FES o meio com 40% de BBS e 60% de
farelo de arroz, MPE4 (Figura 4.5), onde foi obtido 6,5 g/L de etanol.

8 - 4 = 8
£ = 3 = 6 —
[~ MPE1L
B MPE2
- i E MPE3
2 =1 2 W MPE4
844 %24 F a- B MPES
[T ] - m MPES
5 a =
E_ [V
2— 1 = 2—-
0 - o - 0 -

Proteina FPase Etanol

Figura 4.4 — Influéncia do teor de bagaco tratado a exploséo a vapor nas caracteristicas
do EEB produzidos por FES com Mucor racemosus Fresenius. Os substratos solidos
foram: 100 (MPE1), 80 (MPE2), 60 (MPE3), 40 (MPE4), 20 (MPE5) e 0% (p/p)
(MPES) de porcentagem de BBS para uma mistura de BBS e farelo de arroz.
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Figura 4.5 — Fermentacdo em Estado s6lido com meio com MPE4 (40% de BBS e 60%
de farelo de arroz) e M. racemosus Fresenius.

Delabona et al. (2012) avaliaram complexos enzimaticos brutos, produzidos
por cepa de Aspergillus fumigatus selecionada da floresta Amazénica e cultivado com
diferentes residuos agroindustriais (farelo de trigo, bagagco de cana, farelo de soja e
casca de laranja) como substrato para FES. ProducGes mais elevadas de enzima foram
obtidas quando o farelo de trigo e mistura de bagaco de cana e farelo de trigo (1:1)
foram usados como substrato. A atividade maxima, 5,0 FPU g™ de FPase, ocorreu apds
96 h de incubagéo.

A Figura 4.6 mostra o efeito do tempo da FES na concentracdo de proteina, na
concentracdo de célula em massa seca e na concentracdo de ART do caldo da FES e na
producdo de etanol por FA. A extracdo do extrato enzimético bruto foi realizada com
solucdo de Tween 80 1% em &gua (ST) e na FA foi utilizado com substrato solido BBS
e tempo de fermentacgdo de 48 horas.

Os resultados mostram que no tempo de 72 horas a producdo de etanol foi
maxima. Este fato pode estar relacionado & producdo de maior quantidade de enzima
que pode atuar no substrato e proporcionar maior disponibilidade de agUcares redutores
para a Saccharomyces cerevisiae na producdo de etanol. Este comportamento era
esperado, pois as enzimas sdo fundamentais para a hidrélise da biomassa presente e a
disponibilizacdo de aclcar que a levedura é capaz de utilizar para a producgéo de etanol.
Nota-se que na contagem de esporos que a quantidade inicial de esporos era de 1,3x10°
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esporos/mL e que apo6s 60 horas a quantidade de esporos manteve-se estavel na ordem
de 10® esporos/mL até o final do processo. Nota-se que o agucar redutor foi maior no
inicio do processo e diminuiu mais sensivelmente até 60 horas. Este comportamento
pode estar relacionado ao consumo de agucar redutor durante o crescimento dos
microrganismos. Com estes resultados selecionou-se o tempo de 72 horas para a
producéo do EEB.
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Figura 4.6 — Efeito do tempo da fermentacéo sélida na concentragdo de proteina, célula
e ART do caldo da FES e na producéo de etanol por FA. Para FES utilizou-se MB4 e
para a producgéo de etanol MFAS3.

Lever, Ho e Cord-Ruwisch (2010) estudaram um método simplificado de
producéo de celulase utilizando FES em palha de trigo e Trichoderma reesei em vez de
preparagdes de enzimas comerciais e a melhor atividade em celulase, 0,75 e 1,2
FPU/gDS, foi obtida entre 10 e 14 dias de FES. No estudo de Sukumaran et. al. ( 2009)
celulases de Trichoderma reesei Rut C30 e Aspergillus niger MTCC 7956 produzidas
em biomassas de bagaco de cana, palha de arroz e aguapé obtiveram os melhores
resultados com 96h de FES para celulase e 72h para B- glicosidase ( 1,14 e 13,65
FPU/mL, respectivamente). Bigelow e Wyman (2002) avaliaram a producdo de celulase
por Trichoderma reesei Rut C30 e bagacos agroindustriais pretratados com agua quente,
obtendo atividade enzimatica de aproximadamente 0,8 e 1,2 FPU/mL para 120 e 200

horas de producéo.
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4.4. Avaliacdo da composi¢ido do meio de producéo de etanol

A Tabela 4.2 mostra o efeito da composi¢cdo do meio sélido da fermentagdo
alcodlica na produgédo de etanol. Os resultados mostram que o tratamento térmico de
explosdo a vapor gera compostos que inibem parcialmente a capacidade do
Saccharomyces cerevisiae de produzir etanol, pois a troca parcial do conteldo de
bagaco de cana-de-acucar tratado por explosdo a vapor com baixa severidade (12
kgf/cm?, 8 min) por bagaco no tratado termicamente (comparag&o entre o substrato
solido MFAL e os MFA2 e MFA3) melhora a producéo de etanol e a substituicéo
parcial do bagaco de baixa severidade por bagaco submetido a tratamento de explosao

mais severa (19 k f/cmz, 4 min) reduz a concentracdo final de etanol observada.
g ¢

Tabela 4.2 — Efeito da composicao do substrato sélido da FA na producdo de etanol.

Substrato sé6lido  BBS % (p/p) BAS % (p/p) BNT % (p/p) Etanol (g/L)

MFA1 100 0 0 7,5+0,32
MFA2 98 0 2 8,1+0,37
MFA3 96 0 4 8,6+0,28
MFA4 94 0 6 7,0+0,30
MFAS 50 50 0 6,7+0,26
MFAG6 0 100 0 6,1+0,22

BBS: bagaco de cana-de-agUcar tratado a explosdo a vapor na condigdo baixa
severidade (12 kgf/cm? 8 min.); BAS: bagaco de tratado a explosdo a vapor na
condicdo de alta severidade (19 kgf/cm?, 4 min.); BNT: bagaco de cana ndo tratado
termicamente.

A comparagéo entre os substratos MFA3 e MFA4 mostra que embora o bagaco
ndo tratado favoreca a producdo do etanol o excesso do mesmo é capaz de reduzir a
producédo de etanol o que pode ser explicado pelo fato das enzimas do complexo ndo
atuarem quando as fibras ndo se encontram abertas por exploséo a vapor. Para a FA foi
selecionado o substrato solido com 96% de BBS e 4% de BNT (MFA3). A Figura 4.7

ilustra fermentacéo alcodlica realizada com substrato sélido MFA3.
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Figura 4.7- Fermentagdo alcoolica por Saccharomyces cerevisiae de substrato sdlido,
MFAZ3 e extrato enzimatico bruto.

4.5. Comparacdo da producdo de etanol a partir do complexo enzimatico
produzido por diferentes cepas selvagens coletadas no Cerrado Brasileiro

Nesta etapa foi avaliado a producdo de etanol dos extratos enziméticos brutos,
obtidos por FES das cepas que apresentaram melhor resultado no teste de producéo de
celulases pela avaliagdo do indice enzimatico (item 4.2). A FA foi realizada conforme
metodologia descrita no item 3.3.2.2. Os resultados de concentragcdo de etanol sao
apresentados na Figura 4.8.

Os resultados mostraram que para concentracdo de etanol os fungos que
apresentaram melhores resultados foram: Aspergillus niger (nmeros 14, I5 e 17) e 0
Mucor racemosus Fresenius (nimero F2). Estes resultados confirmam os resultados
obtidos no teste do indice enzimatico (item 4.2). A partir destes resultados de producédo
de etanol, optou-se por utilizar o M. racemosus Fresenius e também o A. niger
selvagem (14) para os demais testes.
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Figura 4.8 — Producéo de etanol (48 h de FA) dos fungos pré-selecionados. Fungo de
namero C7 (Monilia sitophila), E3 (Monilia sitophila), E6 (Fusarium sp), E8
(Acremonium sp), F2 (Mucor racemosus Fresenius), 11 (Trichoderma asperellum), 12
(Trichoderma reesei), 13 (Trichoderma harzianum), 14 (Aspergillus niger), 15
(Aspergillus niger), 16 (Aspergillus niger) e 17 (Aspergillus niger). Fermentacédo
alcodlica de 48 horas.

4.6. Producéo de etanol em funcdo do tempo, da solugdo utilizada para extrair o
complexo enzimatico e da composi¢do do meio de fermentacéo alcodlica a partir do
complexo enzimatico produzido pela cepa selvagem Mucor racemosus Fresenius

Visando verificar a contribuicdo nutricional do soro de queijo na fermentacéo,
foram utilizadas diferentes solucGes para extragdo dos EEBs das FES produzido pela
cepa selvagem M. racemosus Fresenius. Na Figura 4.9 sdo apresentados os resultados
obtidos para a producdo de etanol em funcdo do tempo de fermentacdo alcodlica
utilizando diferentes solugdes para extracdo, ST, SW, SWHA e SWHE, (Tabela 3.4).
Nesta Figura é apresentado também a producéo de etanol quando utilizou-se a solucéo

SW para extrair a enzima e ndo houve a adi¢do de extrato de levedura na FA.
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Figura 4.9 — Concentracdo de etanol em fungdo do tempo de fermentacéo alcoolica,
utilizando para extracdo das enzimas presentes na FES, as seguintes solugdes: Tween 80
a 1% em 4gua deionizada - ST (m); Tween 80 a 1% em soro de queijo com 36 £ 1,5 g/L
de lactose (SW) sem utilizar extrato de levedura na fermentagéo alcodlica (e); Tween 80
a 1% em soro de queijo com 36 + 1,5 g/L de lactose (SW) utilizando extrato de levedura

na fermentacg&o alcodlica (*); Tween 80 a 1% em soro de queijo hidrolisado com
H2S0,41% em autoclave a 0,5 atm por 20 min — SWHA (A); Tween 80 a 1% em soro
hidrolisado com B-galactosidase (Aspergillus oryzae) 3g/L (+) - SWHE.

A comparagdo entre 0os experimentos realizados em condigOes distintas de
utilizacdo de soro de queijo: sem soro e ensaios com soro ndo hidrolisado mostra que o
uso de soro de queijo na obtencdo de EEB reduz a necessidade de complementacdo do
meio de FA com extrato de levedura. Portanto, quando se utilizou soro de queijo na
extracdo do extrato enzimatico, ndo foi adicionado extrato de levedura na fermentagdo
alcodlica.

Observa-se também que o EEB ndo tem a capacidade de hidrolisar a lactose do
soro, pois as concentragdes de etanol foram proximas nas trés situagdes com diferentes
tempos de ensaio. Com a finalidade de verificar a contribuicdo da lactose presente no
soro de leite na fermentagdo alcoodlica foi feito a lavagem do meio FES com soro de
leite hidrolisado quimica ou enzimaticamente. Assim, optou-se por hidrolisar o soro de
leite, com &cido sulfdrico 1% e com essa solucdo fazer a lavagem do meio sélido obtido

da FES para a extracdo da enzima. A comparacao entre as condi¢des de uso de soro sem
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hidrolise e ensaios com hidrélise acida e enzimatica mostram que embora a hidrélise
acida seja capaz de aumentar a concentracdo de etanol de 8,6 para 16,6 g/L (aumento de
1,93 vezes), a hidrélise enzimatica foi mais eficiente e aumentou a concentracdo de
etanol para 21,3 g/L (aumento de 2,47 vezes). Este fato pode estar relacionado a
producdo de componentes toxicos ou inibitorios resultantes da hidrolise acida para a
atuacdo de levedura na fermentacdo alcoodlica, ja que a hidrolise quimica, além de ndo
ser realizada em condicBes amenas, ndo é especifica como a hidrolise enzimatica. Os
valores obtidos no ensaio com soro hidrolisado foram superiores aos obtidos por Rocha
et al. (2013) que obtiveram 11,9 g/L para producdo de etanol de biomassa composta de
soro de queijo, celulose e farelo de arroz submetido a explosdo de vapor com amonia
(AFEX).

Pode-se observar na Figura 4.9 que a concentracdo de etanol foi crescente ao
longo do tempo de fermentacdo até 48 horas, porém o crescimento foi bem mais
acentuado até 24 horas para todas as situagdes analisadas. A média do aumento da
concentracdo de etanol de 24 para 48 horas foi de 6%, portanto adotou-se para 0s
demais experimentos como referéncia o tempo de 24 horas para a fermentagéo
alcodlica. Os resultados obtidos foram superiores ao encontrado por Lever, Ho e Cord-
Ruwisch (2010) para ensaios batelada (5 g/L) e inferiores ao encontrado pelo mesmo
autor em ensaios de batelada alimentada (21 g/L). Para 60 horas de fermentacdo
observou-se uma queda na concentracdo de etanol. Este comportamento pode estar
relacionado a perda de &lcool etilico devido ao longo tempo de fermentacao.

A quantidade de etanol produzida de 21,2 g/L utilizando o soro hidrolisado
enzimaticamente (em 24 horas de FA), para as condi¢Oes de processo utilizado, deve
estar proximo do méaximo a ser obtido com a quantidade de substrato utilizada. Assim,
optou-se por aumentar a quantidade de substrato fazendo os seguintes experimentos
para a fermentacdo alcoolica. Para producéo de etanol foi utilizado 100 mL do extrato
enzimatico bruto produzido pela FES com diferentes quantidades de substrato para
producéo de etanol: o primeiro consistia de 23 g de bagaco de cana tratado com baixa
severidade + 5 g de BNT (82,1% de BBS e 17,9% de bagacgo bruto) e demais sais da
FA, que passou a ser denominado de MFAT7; o segundo tinha a seguinte composicao: 26
g de bagaco de cana tratado com baixa severidade + 4 g de BNT (86,7% de BBS e
13,3% de BNT) e demais sais da FA, este meio passou a ser denominado de MFAS.

Para extragdo das enzimas presentes no meio de FES foi utilizado Tween 80 a 1% em
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agua deionizada. Para 24 horas de FA obteve-se 8,0 £ 0,3 g/L e 7,5 + 0,2 g/L de etanol,
quando utilizou o0 meio MFA7 e MFAS8, respectivamente. Nota-se que 0 aumento na
quantidade de substrato ndo proporcionou melhora na producdo de etanol. Este fato
deve estar relacionado a problemas de transferéncia de massa no meio fermentativo,
porque, observou-se visualmente, que com esta quantidade de substrato (28 e 30 g para
100 mL de meio) a fermentacdo alcoolica encontrava-se no limite para ser uma
fermentacdo submersa. Assim, optou-se por continuar 0s proximos experimentos com a
quantidade méaxima de substrato na fermentacdo alcodlica de 25 g de sélidos (MFA3)
para 100 mL de complexo enzimatico. O interessante € que a producdo de etanol
aumentou em cada ensaio que foi sendo realizado, apontando que as alteragcbes no
processo que estavam sendo realizadas encontravam no sentido positivo do aumento na
quantidade de etanol produzida.

Assim, foram realizados experimentos de FA sucessivas (retirando o substrato
solido ja fermentado e adicionando nova carga de sdlido) e optou-se por continuar
avaliando a utilizacdo de soro de queijo, devido & contribuicdo nutricional de sais,
nutrientes e acucares a FA, a grande quantidade gerada desse subproduto na regido de
desenvolvimento do presente trabalho, bem como a necessidade de estudos de FA

conjugadas deste subproduto com outras biomassas, como a celulose.

4.7. Producéo de etanol utilizando fermentagoes sucessivas

Visando aumentar a produgdo de etanol foram realizadas fermentagGes
alcoolicas sucessivas com diferentes meios de extracdo de enzimas. A Figura 4.10
apresenta os resultados obtidos para a producdo de etanol em funcdo do tempo de
fermentacdo alcodlica utilizando fermentacGes sucessivas de 24 horas cada, utilizando
diferentes solucdes para extragdo do extrato enzimatico bruto: ST, SW, SWHA (Tabela
3.4) produzido pela cepa selvagem Mucor racemosus Fresenius. Nesta Figura €
apresentado também a producédo de etanol quando utilizou a solugdo SW para extrair a

enzima e ndo houve a adigéo de extrato de levedura na FA.
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Figura 4.10 — Concentracdo de etanol em funcdo do tempo para fermentacgdes alcodlicas
com alimentacédo de substrato sélido a cada 24 horas, com e sem reposicao de enzima.
Para extracdo do primeiro extrato enzimatico bruto foi utilizado 100 mL de solugdo com
Tween 80 a 1% com os seguintes meios: soro de queijo com 36 £1,5 g/L de lactose,
com reposicao de enzimas (e); soro de queijo com lactose hidrolisada com H,SO4 1%
em autoclave a 0,5 atm por 20 min, com reposicdo de enzimas (A); agua deionizada sem
reposicao de enzima (*); e agua deionizada com reposicao de enzimas (m).

Os resultados mostram que com a reposicdo do extrato enzimético bruto a
producdo de etanol foi crescente e semelhante ao da fermentagdo sem reposicdo até a
terceira FA. A partir desta fermentacdo no experimento sem reposicdo de enzima a
producédo de etanol permaneceu estavel. Este comportamento pode indicar que o agUcar
hidrolisado existente no meio foi todo convertido em etanol e que as enzimas nao
apresentaram atividade suficiente para hidrolisar mais acucares e manter a producgéo de
etanol crescente, ja que nos experimentos em que a enzima nova foi adicionada, a
producédo de etanol continuou aumentando até a quinta fermentacdo. Nota-se que com a
utilizacdo de soro na primeira obtencdo do EEB, a producdo de etanol foi de
aproximadamente 10% menor a partir de 48 horas de fermentacdo. Este fato deve estar
relacionado a ndo adigcdo de soro nas demais extrag0es do meio de FES, pois a partir da
segunda fermentagdo (48 horas) o meio de FES era lavado com o produto da
fermentacdo alcodlica anterior. Assim, para as fermentacdes sucessivas a extra¢do das

enzimas com soro ndo contribuiu para 0 aumento na producdo de alcool. Os resultados
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mostram que a utilizacdo de soro hidrolisado com &cido sulfurico para a extragdo do
EEB aumentou a producédo de etanol até 72 horas de fermentacédo (30,1 g/L), sendo que
0 aumento foi mais significativo até 48 horas (27,8 g/L). Este fato indica que compostos
provenientes da hidrolise quimica do soro e das primeiras horas de fermentacdo foram
acumulando no meio fermentativo e pode ter inibido a acdo da levedura. Esta Gltima
hipotese pode ser confirmada pela reducdo no aumento da producéo de etanol ap6s 72
horas para todas as fermentagdes estudadas. Com utilizacdo de soro hidrolisado obteve-
se 30,1 g/L de etanol em 72 horas de fermentacdo, sendo que este mesmo valor foi
obtido em 120 horas na auséncia de soro. Este fato mostra que é possivel obter
concentragOes de etanol proximas em fermentacfes sucessivas utilizando apenas agua
para extracdo do complexo enzimatico na FES, quando adotou a técnica de
fermentacdes sucessivas.

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os da literatura observa-se
que a producéo de etanol obtida neste trabalho foi superior. Lever, Ho e Cord-Ruwisch
(2010) utilizaram extratos bruto de celulases produzidos por FES em palha de trigo e
Trichoderma reesei, neste estudo, os rendimentos de celulase ndo foram altos, mas
suficientes para produzir 6,7 g/L sem adicdo de biomassa e 21 g/L de etanol de palha de
trigo na sacarificagdo e fermentagdo simultdneas com Saccharomyces cerevisiae e com
adicOes de biomassa para 4 a 7 dias de fermentacdo alcoolica (fermentacdo do tipo
batelada alimentada).

Sukumaran et al. (2010) demonstraram a aptiddo de biomassa de aguapés para
a producdo de acUcares fermentaveis utilizando celulases produzidas no local. Teste de
acido e os métodos de pré-tratamento alcalino indicaram que o pré-tratamento alcalino
foi mais eficiente em fazer a amostra susceptiveis a hidrolise enzimatica. A misturas de
enzimas resultou em uma melhoria de sacarificagéo de 57% para 71%. A fermentagao
do hidrolisado enzimatico utilizando levedura Saccharomyces cerevisiae produziu uma
concentracdo de etanol de 4,4 g/L para 84 h de fermentacdo alcoolica.

Sukumaran et al. (2009) estudaram a producdo de etanol por Saccharomyces
cerevisiae MTCC 7956 e palha de arroz hidrolisada com pré-tratamento alcalino e
celulases produzidas por FES, como resultados obtiveram 12,34 g/L de etanol,
fermentado por 24 h, usando hidrolisado com concentracdo de 6% de acgucares

redutores, a concentracdo de etanol mantendo-se em 12 g/L até 40 h de fermentacéo
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alcodlica. Para o hidrolisado com 12% de agUcares redutores, a concentragdo de etanol
foi 25,56 g/L, com fermentacdo alcdolica de 24 h.

Na literatura encontra-se também varias referéncias que mostram que a
atividade celuldsica da cepa selvagem coletada no Cerrado foi elevada (ver resultados
apresentados na Tabela 4.2). Este fato justifica também, a boa atuacdo do complexo
enzimatico produzido na hidrolise da biomassa lignocelulésica e amilasica. Lever, Ho e
Cord-Ruwisch (2010) estudaram um método simplificado de producéo de celulase
utilizando FES em palha de trigo e Trichoderma reesei em vez de preparacdes de
enzimas comerciais. A melhor atividade em celulase, 0,75 e 1,2 FPU/gDS, foi obtida
entre 10 e 14 dias de FES.

No estudo de Sukumaran et. al. (2009), celulases foram produzidas a partir de
Trichoderma reesei Rut C30 e Aspergillus niger MTCC 7956 com biomassas de bagacgo
de cana, palha de arroz e aguapé, em 96h de FES para celulase e 72h para Peta-
glucosidase, obtendo 1,14 e 13,65 FPU/mL, respectivamente.

Bigelow e Wyman (2002) avaliaram a produgéo de celulase por Trichoderma
reesei Rut C30 e bagagos agroindustriais pretratados com agua quente, obtendo
atividade enzimética de aproximadamente 0,8 e 1,2 FPU/mL para 120 e 200 horas de
producéo.

Cardona et al. (2014) obteveram 26,1 g/L de etanol apos 50h de processo de
duas etapas (hidrélise enzimética seguida de fermentacdo alcodlica) com capim elefante
na concentracdo de 38,5 g/L. O capim foi submetido a pré-tratamento alcalino e foi
utilizado enzima comercial para a hidrélise enzimética.

Portanto os resultados apresentados neste estudo s&o promissores para a

producéo de etanol a partir de EEB de Mucor racemosus Fresenius.

4.8. Fermentac0es sucessivas de Mucor racemosus Fresenius e Aspergillus niger

Como o Aspergillus niger (14) apresentou concentrag0es de etanol na primeira
fermentacdo superior aos obtidos pelo Mucor racemosus Fresenius (item 4.6) foi
realizado experimentos de fermentacGes alcodlicas sucessivas com o A. niger, adotando
0 mesmo procedimento mencionado anteriormente. A extracdo do complexo enzimatico
da FES foi realizado com agua deionizada e 1% de Tween 80 e para a produgdo de

etanol utilizou o procedimento descrito no item 3.3.2.2 com o meio MFA3. Para
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comparacdo a Figura 4.11 apresenta 0s resultados das fermentacGes sucessivas
empregando os dois fungos. Os resultados mostram que apesar da primeira fermentagéo
alcodlica com o EEB do A. niger produzir uma quantidade de etanol 47% superior, a
producéo de etanol para as demais fermentagdes sucessivas foram aproximando-se e em
120 horas de fermentacdo a producéo de etanol por A. niger foi apenas 7% maior. Estes
resultados indicam que com o tempo de fermentagcdo existem metabdlitos da
fermentacdo anterior que inibe a acdo da enzima e/ou da levedura sobre o substrato, ja

que foi feito a reposicdo de enzima a cada 24 horas.
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® & @ EEB do Aspergilus niger
BB B EEBdo M. racemosus Fresenius

0 20 40 60 80 100 120
Tempo de fermentacéo alcodlica (h)

Figura 4.11 — Concentragéo de etanol em fungéo do tempo de fermentagfes sucessivas
empregando enzimas produzidas de Aspergillus niger e de Mucor racemosus Fresenius.

4.9. Misturas de complexo enzimatico de Mucor racemosus Fresenius e Aspergillus
niger

A Figura 4.12 descreve o resultado comparativo da producdo de etanol com
EEB de M. racemosus Fresenius e de A. niger (14) nas situacdes de uso puro de extrato
enziméatico de cada fungo (extremos do eixo horizontal) e mistura de diferentes
proporcOes de extrato enzimaticos brutos dos dois fungos conforme descrito no item
3.3.10.
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Os resultados mostraram que com o0 aumento da percentagem volumétrica do
complexo enzimatico obtido do A. niger a producdo de etanol aumenta, indicando que
este complexo apresenta enzimas com maior capacidade de hidrolisar o substrato em
estudo e que ndo houve sinergismos na mistura destes EEB, que proporcionasse

aumento na producao de etanol.
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115 4
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% de complexo enzimatico de M. racemosus

Figura 4.12 — Concentracgéo de etanol produzida empregando mistura de complexo
enzimatico produzido de M. racemosus Fresenius e A. niger em porcentagem
volumétrica.

4.10. Fermentacéo alcoodlica batelada alimentada

Para comparacdo foi feito um experimento em batelada alimentada com
Aspergillus niger (14), utilizando para produgéo EEB o meio MPE4 e demais condigdes
descritas no item 3.3.11. Para a fermentacéo alcodlica foi adicionado, a cada 24 horas,
25 g de meio MFAS3, durante 72 horas. A Figura 4.13 apresenta os resultados obtidos
para a producdo de etanol em funcdo do tempo de fermentagdo alcodlica utilizando
fermentacdo batelada com adicdo de biomassa nos tempos inicial (0 horas), 24 horas e
48 horas. Para comparacdo foi apresentado novamente a producgdo de etanol utilizando

as fermentages sucessivas. Nota-se que apds 72 horas no processo batelada alimentada,
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quando ndo hd mais adicdo de biomassa, a concentracdo de etanol permaneceu
constante, esta fato indica que a hidrolise da biomassa pela enzima foi suficiente apenas
para a manutencéo da cultura e para a reposi¢éo de etanol, que pode ter sido perdida por

evaporacao.
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Figura 4.13 — Concentracéo de etanol em fungéo do tempo de fermentages utilizando
processo batelada alimentada e fermentagéo sucessiva, empregando enzimas do extrato
enzimatico bruto (EEB) produzidas por Aspergillus niger. (m) Fermentacdes
sucessivas; (o) fermentacdo batelada alimentada.

Os resultados mostram que o aumento da concentragdo alcodlica com o tempo
foi maior na fermentacéo sucessiva. Porém, como a fermentagdo batelada comegou com
0 volume de 300 mL, a quantidade de etanol presente no meio fermentativo era maior.
Por outro lado, quanto menor a concentragdo de etanol no meio mais caro é o0 processo
de concentragcdo do mesmo e 0s custos de separacdo geralmente sdo maiores do que 0s

de producéo, devido aos gastos de energia para a execu¢do do mesmo.

4.11. Otimizagao da producdo de etanol por rede neuronal e métodos heuristicos

Na Tabela 4.3 séo apresentados, de forma simplificada, os resultados obtidos

na escolha de neurdnios associados a rede neuronal artificial (RNAs), a primeira
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camada de neurdnios (N;) e segunda camada (N2), na avaliacdo da concentragdo de
etanol. Pode-se observar que a rede com quatro neurdnios na primeira camada oculta e
trés neurdnios na segunda camada oculta (Figura 4.14) representou de forma adequada a
fermentacdo de etanol de segunda geracdo com explicagdo de 95% dos resultados
obtidos (R*= 0,95).

Tabela 4.3 — Neuronios da primeira camada oculta (N;), segunda camada oculta (N2) e
coeficiente de correlacio (R?) associada 8 RNA com as quantidades de neurdnios N; e
N,.

N;= 4 N,= 1 R?= 0.8812329
N;= 4 N,= 2 R?*= 0.9124276
N;= 4 N,= 3 R%= 0.9504854
N;= 4 N,= 4 R*= 0.9247424
N;= 4 N,= 5 R?= 0.9496924
N;= 4 N,= 6 R?= 0.9328874
N;= 4 N,= 7 R?*= 0.9292613
Ni.= 4 N,= 8 R*= 0.948688

N;= 4 N,= 9 R*= 0.9447483

N= 4 N,= 10 R?= 0.943133

N,= 5 N,= 1 R*= 0.8695715
N.= 5 N,= 2 R*= 0.9387282
N.= 5 N,= 3 R*= 0.9335442
Ni= 5 N,= 4 R*= 0.9459157
N.= 5 N,= 5 R*= 0.9389725
Ni= 5 N,= 6 R*= 0.9460312
Ni= 5 N,= 7 R*= 0.9452116
N.= 5 N,= 8 R*= 0.9336244
Ni= 5 N,= 9 R*= 0.9416804

N;=5 N,= 10 R*= 0.9416775

N;= 6 N,= 1 R 0.8730392
N= 6 N,= 2 R*= 0.935743

N;= 6 N,= 3 R?= 0.9427692
N;= 6 N,= 4 R*= 0.9440572
N;= 6 N,= 5 R?= 0.9463757
N;= 6 N,= 6 R?= 0.9288444
N;= 6 N,= 7 R?= 0.9434681
N;= 6 N,= 8 R?*= 0.9362667
N;= 6 N,= 9 R?= 0.9490291

N1= 6 N,= 10 R?= 0.944224

RNAs com uma ou duas camadas ocultas sdo usuais na descricdo processos de
Engenharia Quimica, sendo que na maioria dos casos, 0 numero de neurbnios por
camada oculta inferior a 10 neurdnios sdo resultados usuais na descrigdo da melhor
arquitetura, como pode ser observada em diversos trabalhos da literatura (ZOLTAN,
2007; NAGY, 2002; SARACENO et al., 2010).



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

108

E,= Temperatura ( °C)

-
-

E;= Tempo (h)

Y

E3= Bagaco (%)

E,= Enzima (%)

Es= Indculo (g/L)

y

R1= Etanol (g/L)

Y

Figura 4.14 — Rede neuronal artificial na avaliagdo da producéao de etanol de segunda
geracdo de extrato enzimético bruto de Aspergillus niger.

Na Figura 4.15 é apresentada a distribuicdo dos residuos associados a RNA,

que mostra que estes se distribuiram de forma aleatoria em relagdo ao erro nulo. Os

valores preditos e experimentais obtidos na RNA, tanto na fase de treinamento quanto

na fase de validacédo da rede, séo apresentados no Apéndice Al.

10

Erro(g/L)
0

-10

4 6 8

Etanol(g/L)

14

Figura 4.15 - Distribuicdo dos residuos associados a validacéo e treinamento da RNA.
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O fato da RNA explicar 95% dos resultados experimentais e apresentar erros
distribuidos aleatoriamente faz com que a mesma possa ser usada na otimizacdo das
condicdes de producdo de etanol. Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores de tempo
de fermentacdo alcodlica, temperatura e concentracdo de enzima, indculo e bagaco de
cana associadas a otimizacdo na producdo de etanol, assim como a méaxima

concentracdo de etanol referentes a situacéo otimizada.

Tabela 4.4 — Resultado da otimizac¢do da producéo de etanol.

Tempo (h) T (°C) EEB (%) Inéculo (g/L) BBS (%)  Etanol (%)

47 36,6 88,4 34,4 25 12,6

EEB: extrato enzimatico bruto; Inculo: Saccharomyces cerevisiae Y904; BBS: bagago de cana
baixa severidade.

Na Figura 4.16 séo apresentados o comportamento da concentracdo de etanol
associadas a condigcdo otimizada. Como pode ser observado na Figura 4.16a a maxima
concentracdo de etanol estd associada a concentragdo de enzima diluida em &gua na
concentracdo de 88,4% e concentracdo de bagaco proxima a quantidade que € possivel
dissolver no meio de fermentacdo alcodlica (25 %). Referente a temperatura, pode-se
observar, Figura 4.16b, que a temperatura 6tima (36,6°C) é proxima a temperatura
6tima de fermentacdo alcodlica da S. cerevisiae (30 a 35°C) na produgdo de etanol de
caldo cana-de-agucar (E1G), ou seja, embora o complexo enzimatico tenha temperatura
6tima superior a 40°C e as células de levedura tenham capacidade de crescimento até
41°C (WATSON, 1987; XH et al., 2010) tem-se que as condi¢cdes mais favoraveis ao
rendimento de etanol na fermentacéo de celulose e sacarose sdo proximas.

Referente ao inoculo pode-se observar, Figura 4.16d, que embora a condi¢do
Otima de 34,4 g/L de células, tem-se que para concentragdes de 27 a 35 g/L (S.
cerevisiae) fornecem concentracdo de etanol superiores a 12 g/L, ou seja, proximas do

6timo.
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Figura 4.16 — Comportamento da concentracdo de etanol associadas a condigdo
otimizada para as varidveis, tempo, temperatura de FA, quantidade de enzima, inoculo e

bagaco de cana.

Na busca de nova condicdo para um tempo de 24 horas de fermentagédo

alcodlica, como pode ser observado na Figura 4.16c, a concentragdo de etanol ap6s 24 h

corresponde a aproximadamente 11,85 g/L, ou seja, apds este tempo de FA a conversao

de celulose a etanol ocorre de forma lenta comparada com a observada nas 24 h iniciais

do processo. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 4.5.

40
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Tabela 4.5 — Resultado da otimizag¢do da producédo de etanol para 24h de processo.

Tempo (h) T (°C) EEB (%) Inbculo (g/L) BBS (%)  Etanol (%)

24 39,9 80,3 34,9 25 11,85

EEB: extrato enzimatico bruto; Indculo: Saccharomyces cerevisiae Y904; BBS: bagago de cana
baixa severidade.

4.12. Fermentacdo alcodlica de bagago de cana por Saccharomyces cerevisiae e
Pichia stipitis

Na Tabela 4.6 s&o apresentados os resultados das fermentagfes em que se
utilizou simultaneamente a levedura Pichia stipitis com Saccharomyces cerevisiae para
pHs de 6,5, 5,5 e 4,5 e tempos de fermentacdo de 48 e 72 horas, tempo citado na
literatura como adequado para fermentacdo de Pichia stipitis que exige tempos
superiores aos utilizados para a Saccharomyces cerevisiae (FERREIRA, 2010; SILVA
et al., 2012).

Tabela 4.6 — Producéo de etanol para a fermentagdo alcodlica (FA) utilizando de forma
simultanea a Pichia stipitis com Saccharomyces cerevisiae para os tempos de
fermentacgao de 48 e 72 horas utilizando os pHs de 6,5, 5,5 e 4,5.

Componentes EEB Tempo de FA 48 h Tempode FA72h
pH6,5 pH55 pH45 pH6ES5 PpHS55 PpH45
g/L
Glicose 3,20 - - - - - -
Celobiose - - - - - 1,67 1,3
Xilose 1,95 5,49 4,57 5,33 1,05 3,37 5,18

Manose 0,368 2,63 2,25 2,43 1,83 1,08 2,30
Arabinone 0,278 2,58 3,45 3,6 2,52 1,49 2,69
Etanol - 12,81 9,38 12,1 12,7 9,25 12,2

Os resultados (Tabela 4.6) mostram que nos pHs de 6,5 e de 4,5 em que a
Pichia stipitis e a Saccharomyces cerevisiae apresentam maiores producdo de etanol,
respectivamente, a producdo de etanol foi 5,5% maior que o valor obtido quando se
utiliza apenas S. cerevisiae. Por outro lado, o ndo aumento na concentragéo de etanol
produzido em relacdo aos experimentos que utilizou apenas S. cerevisiae, pode ser
devido a maior utilizacdo de agUcares para manutencdo celular. Para tempo de

fermentacdo de 72 horas observa-se que houve uma reducdo nos valores de pentoses
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presentes no caldo, mas estes agucares foram utilizados para a manutencdo da biomassa,
porque ndo houve reducdo na concentracdo de célula de S. cerevisiae no inoculo e
houve adi¢do de mais células proveniente da P. stipitis. Este fato confirma a hipdtese
mencionada anteriormente.

Na Tabela 4.7 podem ser observados os resultados das fermentacgdes alcodlicas
em que se utilizou inicialmente a S. cerevisiae por 24 horas de fermentacdo em pH 4,5 e
a seguir a Pichia stipitis por 48 horas utilizando o pH de 6,5. A Tabela 4.8 apresentam
os resultados das fermentagdes alcodlicas em que se utilizou inicialmente a Pichia
stipitis por 48 horas de fermentacdo em pH 6,5 e a seguir a S. cerevisiae por 24 horas
utilizando o pH de 4,5.

Tabela 4.7 — Concentragdes dos diferentes constituintes de meio para fermentagéo
alcodlica (FA) coma S. cerevisiae por 24 h, seguida pela adi¢do de Pichia stipitis e 48
horas de fermentagéo.

S. cerevisiae — tempo de FA 24h  Pichia stipitis — tempo de FA 48 h

g/L
Celobiose - -
Xilose 35+04 -
Manose 3,1+0,2 0,22+0/4
Arabinose 3,3+04 0,38 +0,3
Etanol 13,1+0,2 15,3+0,2

Tabela 4.8 — Concentragdes dos diferentes constituintes de meio para fermentagéo
alcodlica com a Pichia stipitis por 48 h, seguida pela adi¢do de S. cerevisiae e 24 h de

fermentacao
Pichia stipitis — tempo de FA 48h  S. cerevisiae — tempo de FA 24h
g/L

Celobiose - -

Xilose - -

Manose 0,20 +0,3 0,19+£0,2
Arabinose 0,55+0,2 0,53+0,3

Etanol 126 £0,1 125+0,1

Os resultados (Tabela 4.7 e 4.8) mostram que a producdo de etanol quando se
utiliza S. cerevisiae como fermentacéo inicial € 18,7% superior a fermentacdo iniciada

com P. stipitis e que com a redugdo na concentragdo das pentoses com a adicdo da
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Pichia stipitis foi possivel verificar que atuagdo da rota metabolica desta ultima estava
voltada para a fermentacdo das pentoses na producdo de etanol. Tal fato pode ser
explicado pelo comportamento diduxico da P. stipitis que faz com que na abundéancia de
glicose ela venha a s utilizar pentoses ao esgotamento da glicose. Portanto nas
condicOes realizadas nesse estudo a adicdo de Pichia stipitis ndo promoveu aumento
substancial na producdo de etanol (GROOTJEN, 1991; LIN et al., 2012).

Gupta, Sharma e Kuhad (2009) estudaram a producdo de etanol celuldsico,
utilizando como matéria-prima a Prosopis juliflora (arbusto espinhoso comum da
vegetacdo do semi-arido) e as leveduras Pichia stipitis NCIM 3498 para a fermentacéao
das pentoses e Saccharomyces cerevisiae para fermentacdo das hexoses. O hidrolisado
hemiceluldsico contendo 18,24 g¢/L de agUcares, quando fermentada com P. stipitis
produziu 7,13 g/L de etanol, apds 24 h. Para a fermentacdo de hidrolisado celul6sico
(37,47 g/L), utilizando S. cerevisiae, obteve 18,52 g/L de etanol, apos 16 h.

Lin et al. (2012) estudaram a producdo de etanol, em escala piloto, de palha de
arroz hidrolisado, utilizando levedura fermentadora de pentoses, Pichia stipitis. A maior
producdo de etanol foi 0,44 + 0,02 g/g para hidrolisado neutralizado com NaOH,
segundo estes pesquisadores o estudo demonstrou o potencial para a producéo de etanol

a partir da palha de arroz via fermentacao da xilose.

4.13. Processos Hidrdlise separada da fermentacao alcoolica

As Tabelas 4.9 e 4.10 mostram a concentragdo de celobiose, xilose, manose,
arabinose, proteina e etanol no extrato enzimético bruto e apds fermentacdo alcodlica
por 24 horas com e sem a presenca da biomassa durante a FA, respectivamente, isto e,
num processo a biomassa permanecia no meio de FA e no outro a biomassa foi retirada
para realizar a FA.

Os resultados mostram que ndo ha necessidade de manter a biomassa
celuldsica durante a FA, ja que os valores de producéo de etanol foram proximos e no
caso da hidrolise em pH de 4,5 a producdo de etanol foi maior para a fermentagdo
alcodlica sem a presenca da biomassa celuldsica. Outro fato interessante é que houve
aumento na concentracdo das pentoses durante a fermentacéo alcoolica em todos os pHs

analisados, mostrando que a hidrolise da biomassa continuava durante a FA.
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Tabela 4.9 — Hidrolise separada da fermentagéo alcodlica (mantendo o bagaco de cana
apos hidrolise, fermentando caldo hidrolisado e substrato).

Hidrolise Hidrolise Hidrolise Hidrolise
pH=4,0 pH =45 pH=5,0 pH=6,0
Apos Apos Apos Apos
EEB EA EEB EA EEB EA EEB EA
g/L

Celobiose 0,34 1,49 070 193 036 187 023 0,69

Xilose 0,43 14,1 9,02 11,5 1,13 14,2 1,06 14,4
Manose - - - 1,8 - 0,52 - -
Arabinose 0,45 1,67 042 1,80 - - 0,25 -
Proteina 8,5 - 9,2 - 91 - 9,9 -

Etanol - 15,2 - 15,7 - 13,9 - 13,4

EEB = extrato enzimatico bruto; FA = fermenta¢&o alcoolica.

Tabela 4.10 — Hidrdlise separada da fermentacdo alcoodlica (retirando o bagaco de cana
apos hidrolise, fermentando apenas o caldo hidrolisado).

Hidrélise Hidrélise Hidrélise Hidrélise
pH =40 pH =45 pH=5,0 pH =6,0
Apos Apos Apos Apos
EEB EA EEB EA EEB EA EEB EA
g/L
Celobiose 0,62 0,971 0,71 1,49 0,43 0,77 0,21 0,77
Xilose 0,57 9,89 5,86 5,50 0,97 4,75 1,17 5,41
Manose - - - 0,72 - 0,12 - -
Arabinose - 1,63 0,68 1,82 - - 0,22 5,05
Proteina 8,5 - 9,7 9,3 - 10,3 -
Etanol - 15,3 - 16,8 - 14,2 - 13,8

EEB = extrato enzimatico bruto; FA = fermentacéo alcoolica.

Observa-se também (Tabela 4.9 e 4.10) que a concentracdo das pentoses no
processo em que manteve-se a biomassa durante a FA foi menor, indicando que a
presenca da biomassa pode ter comprometido a acdo da enzima devido a dificuldades

difusionais e de contato entre as enzimas e o0s substratos, por outro lado, se houvesse
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levedura capaz de hidrolisar as pentoses provavelmente a quantidade de etanol
produzida fosse maior. Comparando os resultados obtidos com a hidrolise simultanea,
pode-se afirmar que apesar do pH 4,5 ser bom para ambos 0s casos, a produgédo de
etanol na hidrolise separado foi 32,3% maior (16,8 g/L). Este fato pode estar
relacionado ao maior tempo de hidrdlise e ou ao maior controle das variaveis quando se

utiliza & hidrélise separada da fermentacéo alcoolica.

4.14. Processos de purificacdo do complexo enzimatico produzido por cepa
selvagem de A. niger

A Figura 4.17 representa os resultados de purificacdo por sistema aquoso
bifasico (SAB) por polietileno glicol e citrato de sodio em diferentes condicbes de
massa molecular (item 3.3.15.1.).

0 PEG 6000-citrato 10,0% pH 8,0
@ PEG 2000-citrato 15,0% pH 8,0
B PEG 2000-citrato 17,5% pH 7,0

Fator de Purificagao
3

- L mm

Fase PEG Fase Citrato

Figura 4.17 — Fator de purificagdo para o sistema PEG/Citrato de sodio.

Pode-se observar (Figura 4.17) que a melhor condicdo de purificagéo ocorre na
fase citrato para menor massa molecular de PEG. Estes resultados sdo coerentes com 0s
obtidos por Herculano et al. (2012) que utilizaram PEG 3350 e 8000 com 17,5% de
citrato de sodio e pH 7,0 em SABs para purificar complexo celulolitico produzidos por

Aspergillus japonicus URM5620. Assim estas condi¢des adicionais de menor massa
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molecular de PEG foi utilizada em ensaios posteriores, apresentados na Figura 4.18 que
também forneceram melhor purificacéo na fase citrato.

ln —_—
0 PEG 2000 18%-citrato 17,5% pH 7.0
B PEG 2000 22%-citrato 17,5% pH 7,0
el B PEG 2000 26%-citrato 17,5% pH 7.0
(=]
g
=
g =
=1]
=
s
'

= Il L

Fase PEG Fase Citrato

Figura 4.18 — Fator de purificacdo para o sistema PEG 2000 g/mol e citrato de sddio.

Na Figura 4.19 sdo apresentados resultados da avaliacdo da purificacdo pelo
uso de sulfato de amdnio, é possivel observar que a purificagdo com sulfato de aménio
nas condigdes testadas ndo teve efeito como 0 observado com o sistema de duas fases
PEG e citrato (Figuras 4.17 e 4.18). Também € possivel observar que os melhores
resultados foram obtidos para concentragdo de 40 e 50 % de sulfato de amonio.
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Figura 4.19 — Fator de purificagdo para sulfato de amonio.

Na Tabela 4.11 sdo apresentadas as concentracdes de etanol obtidas pelo uso
de complexo enzimatico purificado e uso de sulfato de amdnio nas melhores condigdes
apresentadas na Figura 4.19 e em condi¢Oes de PEG 2000 g/mol, Figura 4.18. Pode-se
observar que entre as condi¢Ges testadas a purificacdo em sistema bifasico se mostrou

superior a purificacdo em sulfato de amonio.

Tabela 4.11 — Producdo de etanol dos complexos enzimaticos purificados.

Experimento Etanol (g/L)
Extrato enzimatico bruto (controle) 12,53
18% PEG 2000 Fase PEG: 8,01/ Fase Citrato: 13,54
22% PEG 2000 Fase PEG: 5,62/ Fase Citrato: 7,34
26% PEG 2000 Fase PEG: 8,35/ Fase Citrato: 5,76
40 g sulfato/g EEB 12,82
50 g sulfato/g EEB 11,81

60 g sulfato/g EEB 9,94




119
Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Os resultados (Tabela 4.11) também indicam que as enzimas no complexo
enzimatico bruto atuam de forma econdmica e eficiente, pois a diferenca na
concentracdo de etanol final entre a catalise de complexo concentrado e bruto foi, nas
melhores condicdes, inferior a 8,1% (comparagédo entre os ensaios controle e 18% PEG
2000 (Experimento 4). Nota-se que a maioria das técnicas utilizadas para purificacdo,
proporcionaram uma reducgdo na producdo de etanol. Este comportamento pode estar
relacionado a inativacdo ou a perda de enzimas importante para a hidrélises dos
acucares durante o processo de purificagdo, ja que o processo de hidrolise é bastante
complexo e envolve vérias enzimas e substratos.

A Tabela 4.12 mostra as concentragdes de aclcares, proteina, FPase e etanol
obtidos nas concentracdes a 50 e 60°C por evaporagdo a vacuo em Rotaevaporador.
Nestes ensaios, os fatores de purificagdo obtidos foram 0,77 (50°C) e 0,74 (60°C). Os
resultados mostram que com a evaporagao a vacuo houve aumento na concentragdo dos
acucares e de proteina, associadas a perda de &gua no processo. Para temperatura de 60
°C foi observado uma maior concentragdo de etanol e agucares que a de 50 °C, que pode
ser explicada pelo fato da condicdo de 60°C apresentar maior concentracdo inicial de
glicose. Outro fato que reforca esta explicacdo € que nos dois casos o fator de
purificacdo foi praticamente 0 mesmo, assim pode se concluir que tanto pela purificacéo
quanto pelo teor de etanol final, o aumento da temperatura de 50°C para 60°C é

responsavel por reduzir o tempo de concentragdo sem reduzir o teor de etanol.

Tabela 4.12 — Concentrag&o de extrato enzimatico em Rotaevaprorador a temperatura de

50 e 60°C.
Temperatura 50°C Temperatura 60°C
Antes Depois do ) Antesdo  Depois do )
Apos FA Apos FA
dorota. rota. rota. rota.
Glicose (g/L) 2,13 3,15 - 2,79 5,43 -
Xilose (g/L) 0,94 1,25 2,99 0,929 1,96 3,10
Arabionose
0,18 0,25 3,82 0,336 1,14 4-,29
(g/L)
FPase (U/g) 3,4 4.7 - 3,3 4,6 -
Proteina (g/L) 7,2 13,1 - 6,8 12,6 -

Etanol (g/L) - - 19,8 - - 20,6
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O aumento na quantidade de etanol foi superior a quantidade de etanol
produzida pelos agUcares proveniente da concentracdo. Este fato mostra que o aumento
na concentragédo de etanol foi devido ao aumento na concentracdo de enzima no extrato
enzimatico e/ou ao aumento nas atividades das enzimas presentes no mesmo. A
concentracdo de etanol de 20,6 g/L e de 19,8 g/L para a temperatura de 60 e 50°C,
respectivamente utilizando o processo de rotaevaporacao foi a maior obtida neste estudo
para um processo realizado com uma unica fermentacdo. Este fato mostra que este
processo deve ter sido 0 que causou menor perda de atividade enzimatica e ou menor
perda de enzima no processo de concentragdo das enzimas presentes no extrato

enzimatico bruto.

Com base no exposto até 0 momento, tem-se que 0s resultados obtidos neste
estudo foram satisfatdrios, pois possibilitaram caminhos promissores na producdo de
etanol de segunda geracdo, com aproveitamento de residuos agroindustriais, 0s quais
tém baixo custo e sdo abundantes no Brasil e localmente, seu aproveitamento reduz os
impactos de poluigdes ambientais e contribui com ampliagdo da matriz energética
brasileira e sustentabilidade do processo de produgdo de etanol. Outro ponto que merece
destaque é a potencialidade das cepas selvagens selecionadas, com destaque para
Aspergillus niger e Mucor racemosus Fresenius, a Ultima ainda pouco estudada na
producédo de celulases e bioetanol, ressaltando a importancia do trabalho de coleta e
selecdo de microrganismos, o qual proporcionou um banco de microrganismos
promissores na producdo de enzimas.

Os resultados obtidos também tém significancia na ampliacdo do conhecimento
do uso de soro de queijo, outro residuo gerado em grande escala e que necessita destino
adequado, em fermentacdes conjuntas com bagaco de cana destinadas & producgdo de
etanol e aproveitamento desta biomassa. As estratégias de produgdo de complexos
enzimaticos brutos produzidos por fermentacdo em estado soOlido de residuos
agroindustriais e fungos selvagens previamente selecionados foram bem sucedidas na
producdo de E2G, pois representam o desenvolvimento de tecnologias nacionais em
todas as etapas da cadeia produtiva, ou seja, a producdo das enzimas e do
biocombustivel, o que contribuiu para a reducéo dos custos de producgdo e viabilidade

econdmica. Portanto, o desenvolvimento deste projeto tem fundamental importancia na
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producdo de energia renovaveis, contribuindo no contexto ambiental e econémico e
social.

O desenvolvimento desta tese faz parte do Projeto CNPq Edital 46/2009-Linha
1: Etanol/Processo n° 550940/2010-3, este estudo possibilitou avancos nas pesquisas de
producéo de complexos enzimaticos destinados a hidrolise de biomassa lignoceluldsicas
para producdo de E2G, a execugdo do mesmo, passou por todas as etapas da cadeia
produtiva deste biocombustivel, desde a coleta, sele¢cdo e manutencdo de fungos com
potencial celulolitico, depois o desenvolvimento dos extratos de enzimas, hidrdlise
enzimatica, culminando com as estratégias de produgdo de etanol celuldsicos e
otimizagdo do processo.

Com certeza a pesquisa foi inovadora, criativa e interessante, possibilitando
assim, o conhecimento cientifico e dominio de todo o processo produtivo, formando
profissionais na &rea académica, de pesquisa e também industrial. Os discentes
envolvidos, alunos de doutorado, mestrado, e iniciacdo cientifica, aprimoraram seu
conhecimentos no laborat6rio no desenvolvimento das pesquisas, estiveram envolvidos
na leitura de artigos cientificos, e puderam participar de congressos regionais, nacionais
e internacionais relacionados ao tema de pesquisa, podendo trocar conhecimentos e
experiéncias com a comunidade académica e cientifica brasileira e mundial, permitindo
a disseminacdo do conhecimento. As publicacdes geradas estdo descritas no Apéndice
(A2).



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Entre as 71 amostras de fungos coletadas no Cerrado do Triangulo Mineiro, 61
apresentaram atividades em celulase, destas, as que tiveram maior destaque na
producdo de etanol foram as cepas selvagens identificadas como Mucor
racemosus Fresenius e Aspergillus niger, ressaltando a importancia do trabalho
de coleta e selecdo, o qual proporcionou um banco de microrganismo
promissores na producdo de enzimas e bioetanol de segunda geracao;

Na producdo de extrato enzimético bruto (EEB) por fermentacdo solida por M.
racemosus Fresenius o uso de bagago de cana com complementacéo de farelo de
arroz e 40 BBS é um meio adequado, sendo que a proporcao de 60% de farelo e
tempo de FES de 72h representa a condi¢cdo mais adequada entres as estudadas;
Na fermentacdo alcodlica (FA) de etanol de bagaco de cana com a combinagao
de proporc¢des distintas de bagaco tratado de explosdo a vapor na condicdo de
baixa, alta severidade e bagago ndo tratado favorece a producdo de maior
quantidade de etanol que o uso de apenas bagacgo de baixa ou de alta severidade.
Para tais fermentagdes os tempos de 24h e 48h se destacam como tempos ideais
para 0 processo;

Na producédo de etanol de complexos enzimaticos brutos € possivel melhorar a
producéo de etanol pela extragdo das enzimas do meio de FES pelo uso de soro
de queijo em substituicdo ao tradicional método de solugcdo de Tween, sendo que
a hidrdlise 4cida deste soro contribuiu no rendimento de etanol;

Concentracbes de etanol superiores a 30 g/L podem ser obtidas sem a
concentracdo de agucares pelo uso de diferentes estratégias de alimentacdo de
bagaco e enzimas em processo fermentagdo sucessivas e batelada alimentada.
Sendo que o microrganismo A. niger se destacou mais que o M. racemosus
Fresenius nestas fermentacdes;

A otimizacédo das condicdes de fermentacdo alcodlica com hidrdlise simultanea a
fermentacdo, temperatura, proporcdo de extrato enzimatico bruto, quantidade de

indculo e bagaco de cana, mostram que a dilui¢do do extrato enzimatico (88,4%)
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e uso de temperatura de 36,6°C com teor de bagago de 25% gerou resultados
mais satisfatorios (12,6%) que as fermenta¢Ges em temperaturas proximas a de
hidrolise da celulose (50°C) e que em temperaturas proximas a 6tima da FA de
sacarose (30 a 35°C);

e A formacdo de pentoses ao longo da fermentacéo de etanol de segunda geragéo
favorece o aumento da concentracgdo final de etanol pelo uso de Pichia stipitis e
Saccharomyces cerevisiae em duas etapas, sendo primeiramente a S. cerevisiae e
na segunda etapa a levedura fermentadora de pentoses, aumentou em 5,5% a
producéo de etanol quando comparado a apenas a utilizagdo da S. cerevisiae;

e A producdo de etanol de bagaco de cana com hidrolise separada da fermentacao
com ajuste de melhores condigbes para cada uma das etapas (hidrélise e
fermentacdo) favorece maior concentracdo final de etanol (18,6 g/L) que 0 uso
das condigdes otimizadas na fermentagdo simultanea a hidrolise;

e Entre os métodos de concentracdo de sistemas aquosos bifasicos, precipitacdo
salina com sulfato de amdnio e método de evaporacdo parcial da fase aquosa a
vacuo, testados na concentracdo dos extratos enzimaticos de A. niger, tem-se que
a evaporagdo a vacuo apresentou os melhores resultados de etanol (20,6 g/L) em
uma unica fermentacéo alcodlica, a temperatura de concentra¢do de 60°C é mais
indicada que a 50°C por reduzir o tempo do processo;

e Os resultados obtidos neste estudo foram satisfatorios, pois demonstram
caminhos promissores para a producdo de etanol de segunda geragéo,
aproveitamento de residuos agroindustriais, 0s quais tém baixo custo e séo

abundantes e pela potencialidade das cepas selvagens selecionadas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Estudar mais profundamente o processo de hidrolise enzimatica separada
da fermentagdo alcodlica; a concentragdo dos extratos enzimaticos por
evaporacdo a vacuo, e a utilizacdo de Pichia stipitis na fermentacdo alcodlica
(FA).

v Produzir E2G, utilizando os extratos enziméticos concentrados em
rotaevaporador, realizar a hidrdlise enzimatica do bagaco de cana e na sequéncia
realizar a fermentag&o alcoolica com as leveduras S. cerevisiae e P. stipitis;

v Estudar a producdo de extratos enzimaticos com as outras cepas
selvagens selecionadas (teste indice enzimatico em celulase) neste trabalho e
consorcio das mesmas na producéo de etanol celulosico;

v Investigar processos de deslignificacdo do bagaco de cana-de-agUcar
tratado de explosdo a vapor, bem como testar outros tipos de pré-tratamento de

abertura de fibras, em conjunto com a explosao a vapor.
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CAPITULO 8
APENDICE

APENDICE~ (Al): VALORES PREDITOS E EXPERIMENTAIS OBTIDOS NA
VALIDACAO E TREINAMENTO DA REDE NEURONAL ARTIFICIAL (RNA).

Tempo T(°C) Enzima | Inéculo | Bagaco Etanol Etanol
(%) (g/L) (%) (exp.) (9/L) | (calculado) (g/L)
22 30 60 35 25 6.91 8.132170
26 30 60 35 25 7.19 8.195609
34 30 60 35 25 7.32 8.291810
38 30 60 35 25 7.28 8.268500
40 30 60 35 25 7.56 8.192081
42 30 60 35 25 7.48 8.161257
44 30 60 35 25 7.33 8.122643
46 30 60 35 25 7.56 8.076216
48 30 60 35 25 7.25 8.021970
10 30 100 25 25 7.89 8.150649
14 30 100 25 25 8.13 8.405057
18 30 100 25 25 8.98 8.679992
22 30 100 25 25 9.24 8.974974
26 30 100 25 25 9.96 9.289223
34 30 100 25 25 9.80 9.970767
38 30 100 25 25 9.93 10.401973
40 30 100 25 25 10.10 10.521882
42 30 100 25 25 10.83 10.711836
44 30 100 25 25 10.90 10.904416
46 30 100 25 25 10.57 11.099302
48 30 100 25 25 10.88 11.296152
10 30 100 35 15 6.63 6.796230
14 30 100 35 15 6.79 6.914181
18 30 100 35 15 7.52 7.141670
22 30 100 35 15 7.92 7.297177
26 30 100 35 15 8.95 7.519309
34 30 100 35 15 8.20 8.025712
38 30 100 35 15 8.30 8.309608
40 30 100 35 15 8.20 8.459012
42 30 100 35 15 8.74 8.669183
44 30 100 35 15 8.53 8.829166
46 30 100 35 15 8.22 8.935721
48 30 100 35 15 8.14 9.103636
10 30 60 25 15 4.03 4.775822
14 30 60 25 15 4.18 4.969289
18 30 60 25 15 5.89 5.103157
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22 30 60 25 15 5.86 5.270887
26 30 60 25 15 5.73 5.437502
34 30 60 25 15 5.62 5.755057
38 30 60 25 15 5.81 5.899695
40 30 60 25 15 5.49 6.005858
42 30 60 25 15 5.32 6.069910
44 30 60 25 15 5.59 6.090245
46 30 60 25 15 5.85 6.185142
48 30 60 25 15 5.55 6.195384
10 30 60 25 25 6.25 6.974321
14 30 60 25 25 6.48 7.129127
18 30 60 25 25 8.25 7.268279
22 30 60 25 25 8.51 7.388903
26 30 60 25 25 8.37 7.536967
34 30 60 25 25 7.40 7.663855
38 30 60 25 25 7.63 7.686783
40 30 60 25 25 7.64 7.637840
42 30 60 25 25 7.59 7.631125
44 30 60 25 25 7.82 7.666383
46 30 60 25 25 7.73 7.644448
48 30 60 25 25 7.52 7.614787
10 30 60 35 15 4.58 5.565575
14 30 60 35 15 4.83 5.750171
18 30 60 35 15 5.03 5.971859
22 30 60 35 15 6.55 6.111959
26 30 60 25 25 6.77 6.282891
34 30 60 25 25 6.81 6.589060
38 30 60 25 25 6.78 6.718222
40 30 60 25 25 6.57 6.775572
42 30 60 25 25 5.45 6.827661
44 30 60 25 25 6.95 6.874181
46 30 60 25 25 6.95 6.959739
48 30 60 25 25 7.53 6.949360
10 30 100 25 15 5.82 6.536214
14 30 100 25 15 5.93 6.654043
18 30 100 25 15 6.61 6.833802
22 30 100 25 15 6.94 6.944036
26 30 100 25 15 8.33 7.117721
34 30 100 25 15 8.29 7.525312
38 30 100 25 15 8.00 7.759848
40 30 100 25 15 7.91 7.884833
42 30 100 25 15 7.43 8.066980
44 30 100 25 15 8.13 8.203034
46 30 100 25 15 8.64 8.290301
48 30 100 25 15 8.53 8.435426
10 30 100 35 25 7.71 8.740427
14 30 100 35 25 6.23 8.987157
18 30 100 35 25 8.22 9.369972
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22 30 100 35 25 9.39 9.649968
26 30 100 35 25 10.22 10.007006
34 30 100 35 25 11.20 10.833150
38 30 100 35 25 11.89 11.230362
40 30 100 35 25 11.40 11.358229
42 30 100 35 25 11.80 11.635143
44 30 100 35 25 11.60 11.839469
46 30 100 35 25 11.90 11.966875
48 30 100 35 25 11.10 12.250095
10 40 100 35 25 8.22 8.778093
14 40 100 35 25 9.30 9.130019
18 40 100 35 25 10.05 9.444625
22 40 100 35 25 10.30 9.714793
26 40 100 35 25 9.85 10.128405
34 40 100 35 25 11.00 10.804021
38 40 100 35 25 11.90 11.192386
40 40 100 35 25 10.64 11. 389952
42 40 100 35 25 11.70 11.664572
44 40 100 35 25 11.29 11.790122
46 40 100 35 25 11.40 12.069868
48 40 100 35 25 11.17 12.194564
10 40 100 25 15 6.64 6.758990
14 40 100 25 15 7.02 6.824587
18 40 100 25 15 7.98 6.951213
22 40 100 25 15 8.11 7.096105
26 40 100 25 15 8.03 7.260017
34 40 100 25 15 7.32 7.647276
38 40 100 25 15 7.45 7.871404
40 40 100 25 15 7.03 7.991165
42 40 100 25 15 7.24 8.116047
44 40 100 25 15 7.20 8.299565
46 40 100 25 15 7.50 8.381039
48 40 100 25 15 7.39 8.521039
14 40 100 25 15 4.20 6.868903
18 40 100 25 15 5.70 6.951213
22 40 100 25 15 6.60 7.096105
26 40 100 25 15 7.03 7.260017
34 40 100 25 15 6.56 7.696934
38 40 100 25 15 6.87 7.922517
40 40 100 25 15 7.10 7.991165
42 40 100 25 15 7.16 8.168748
44 40 100 25 15 7.32 8.299565
46 40 100 25 15 7.51 8.435461
48 40 100 25 15 7.78 8.521039
10 40 60 35 15 5.25 5.545587
14 40 60 35 15 5.87 5.723808
18 40 60 35 15 6.82 5.901717
22 40 60 35 15 6.22 6.076272
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26 40 60 35 15 7.60 6.244332
34 40 60 35 15 6.42 6.548325
38 40 60 35 15 6.15 6.678098
40 40 60 35 15 6.84 6.736148
42 40 60 35 15 6.73 6.833271
44 40 60 35 15 6.52 6.881283
46 40 60 35 15 6.80 6.878949
48 40 60 35 15 6.16 6.915082
10 40 60 25 15 411 4772115
14 40 60 25 15 4,27 4.924994
18 40 60 25 15 5,42 5.116338
22 40 60 25 15 5,20 5.278558
26 40 60 25 15 6.26 5.359854
34 40 60 25 15 4.27 5.715891
38 40 60 25 15 5.38 5.858663
40 40 60 25 15 5.19 5.964069
42 40 60 25 15 4.62 5.989033
44 40 60 25 15 4.18 6. 087890
46 40 60 25 15 451 6.103966
48 40 60 25 15 4.33 6.194702
10 40 60 35 25 4.67 7.764245
14 40 60 35 25 6.19 7.900396
18 40 60 35 25 7.68 8.016030
22 40 60 35 25 7.92 8.108685
26 40 60 35 25 8.54 8.176191
34 40 60 35 25 6.51 8.228694
38 40 60 35 25 7.50 8.211004
40 40 60 35 25 7.67 8.243939
42 40 60 35 25 7.62 8.162788
44 40 60 35 25 7.39 8.127059
46 40 60 35 25 7.50 8.083526
48 40 60 35 25 7.62 8.032172
10 40 100 35 15 4.79 6.910786
14 40 100 35 15 6.14 7.063033
18 40 100 35 15 7.62 7.234565
22 40 100 35 15 7.82 7.425993
26 40 100 35 15 7.95 7.637772
34 40 100 35 15 8.08 8.123222
38 40 100 35 15 8.74 8.451253
40 40 100 35 15 8.41 8.541009
42 40 100 35 15 8.29 8.690196
44 40 100 35 15 8.33 8.844179
46 40 100 35 15 8.15 9.002830
48 40 100 35 15 8.20 9.225518
18 40 100 25 25 6.68 8.834179
22 40 100 25 25 8.90 9.062076
26 40 100 25 25 10.78 9.366518
34 40 100 25 25 9.80 10.094957
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38 40 100 25 25 10.10 10.385763
40 40 100 25 25 9.91 10.568997
42 40 100 25 25 10.29 10.755382
44 40 100 25 25 10.57 10.944627
46 40 100 25 25 10.80 11.136420
48 40 100 25 25 10.64 11.404009
10 35 80 30 20 7.24 8.077762
14 35 80 30 20 7.53 8.348577
18 35 80 30 20 7.49 8.633073
22 35 80 30 20 7.91 8.929279
26 35 80 30 20 10.53 9.234912
34 35 80 30 20 9.37 9.863959
38 35 80 30 20 9.91 10.181569
40 35 80 30 20 10.80 10.339795
42 35 80 30 20 12.32 10.497103
44 35 80 30 20 11.13 10.653092
46 35 80 30 20 11.20 10.807358
48 35 80 30 20 11.20 10.959502
10 35 80 30 20 7.42 8.077762
14 35 80 30 20 8.01 8.348577
18 35 80 30 20 9.23 8.689132
22 35 80 30 20 9.70 8.929279
26 35 80 30 20 8.76 9.294879
34 35 80 30 20 8.97 9.863959
38 35 80 30 20 9.12 10.181569
40 35 80 30 20 10.10 10.339795
42 35 80 30 20 11.25 10.497103
44 35 80 30 20 10.89 10.653092
46 35 80 30 20 11.18 10.877536
48 35 80 30 20 11.30 10.959502
10 35 80 30 20 6.90 8.130215
14 35 80 30 20 7.65 8.402788
18 35 80 30 20 7.83 8.689132
22 35 80 30 20 8.30 8.929279
26 35 80 30 20 9.28 9.294879
34 35 80 30 20 9.21 9.928011
38 35 80 30 20 9.80 10.247683
40 35 80 30 20 10.63 10.339795
42 35 80 30 20 10.57 10.497103
44 35 80 30 20 12.40 10.722268
46 35 80 30 20 11.90 10.877536
48 35 80 30 20 11.10 10.959502
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APENDICE (A2): PUBLICACOES EM CONGRESSOS REGIONAIS,
NACIONAIS, INTERNACIONAIS E REVISTAS INTERNACIONAIS

e Congressos Regionais:

XIX Jornada Em Engenharia Quimica 2014 (artigo completo) -
Uberlandia/MG, 03 a 08 de agosto de 2014:

Produc&o de etanol por complexo enzimético e Pichia stipitis;
Producdo de celulases por Aspergillus niger coletado no Cerrado Brasileiro.

XVIIlI Jornada em Engenharia Quimica 2013 (artigo completo) -
Uberlandia/MG, 25 a 30 de agosto de 2013 — Producéo de celulases por fermentacdo em

estado solido com Mucor racemosus Fresenius e residuos agroindustriais.

XVII Jornada em Engenharia Quimica 2012 (artigo completo) -
Uberlandia/MG, 17 a 21 de setembro de 2012 — Producdo de Complexo Enzimatico por
Fungo Selecionado no Cerrado do Triangulo Mineiro.

XVI Jornada em Engenharia Quimica 2011 (artigo completo) -
Uberlandia/MG, 19 a 22 de setembro de 2011 — Potencial de Fungos do Cerrado e
Trichoderma Reesei na Producéo de Celulase.

e Congressos Nacionais:

XX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica: COBEQ 2014 (artigo
completo) - Florian6polis/SC, 19 a 22 de setembro de 2014:

Purificagdo de complexo celulolitico de Aspergillus niger usando sistema

aquoso de duas fases com PEG-citrato;

Estudo da producdo de etanol de bagaco de cana por complexo enzimético e
Pichia stipitis.
XIX Simposio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2013 e X Simpdsio de
Hidrolise Enzimatica de Biomassas (artigo completo) - Foz do Iguacu/PR, 30 de

julho-02 de agosto de 2013. Producdo de Complexo Enzimatico Celulolitico por Mucor

racemosus Fresenius e Residuos Agroindustriais para Obtencéo de Etanol.
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XIX Simposio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2013 e X Simposio
de Hidrolise Enzimatica de Biomassas (artigo completo) - Foz do Iguacu/PR, 30 de
julho-02 de agosto de 2013. Uso de Extrato Enzimatico de Chrysonilia sitophila na
Producéo de Etanol de Celulose.

XIX Simposio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2013 e X Simpdsio de
Hidrolise Enzimatica de Biomassas (artigo completo) - Foz do Iguagu/PR, 30 de
julho-02 de agosto de 2013. Producdo de Etanol de Bagaco de Cana com o uso de

Extrato Enzimatico Bruto e Sucessivas Fermentacdes.

XIX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica: COBEQ 2012 (artigo
completo) - Blzios/RJ, 09 a 12 de setembro de 2012 - Avaliagdo Comparativa da
Producdo de Celulase de Biomassa de Sorgo Sacarino e Soro de Leite em Reator

Estéatico e Reatores Rotativos Radial e Axial.

XVIIl Simpésio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2011 (artigo
completo) - Caxias do Sul/RS, 24 a 27 de julho de 2011 - Avaliacdo do Potencial de

Fungos do Cerrado na Producdo de Celulase: um Estudo Bidimensional.

XVIIl Simpésio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2011 (artigo
completo) - Caxias do Sul/RS, 24 a 27 de julho de 2011 - Avaliacdo da Producdo de
Etanol Empregando Complexo Enzimatico gerado por Aspergillus niger com Hidrdlise

Separada.

XVIIl Simpésio Nacional de Bioprocessos: SINAFERM 2011 (artigo
completo) - Caxias do Sul/RS, 24 a 27 de julho de 2011 - Avaliacdo da Atividade de
Celulase Produzida por Aspergillus niger a partir de Residuos Agroindustriais
(SINAFERM 2011).

IX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica-Iniciagdo Cientifica:
COBEQ IC 2011 (artigo completo) - Maringa/PR, 03 a 06 de julho de 2011 -
Produgdo de Complexo Enzimatico Hidrolitico e Etanol pelo Aproveitamento de

Biomassa Mista de Residuos Agroindustriais de Arroz e Queijo.

e Congressos Internacionais:

9° Congresso Internacional de Bioenergia 2014 (artigo completo) - Séo
Paulo/SP - 01 a 03 de outubro de 2014:
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Produgdo de etanol de bagaco de cana-de-acUcar por mistura de complexo
enzimatico de Mucor racemosus Fresenius e Aspergillus niger;

Caracterizacdo dos acucares em diferentes partes dos colmos do sorgo
sacarino;

Construcdo e teste de reator de abertura de fibra lignocelulésica utilizado no
pré-tratamento de biomassa para producdo de bioetanol.

8° Congresso Internacional de Bioenergia 2013 (artigo completo) - Séo
Paulo/SP - 05 a 07 de novembro de 2013:

Avaliacdo da utilizacdo de bagaco de cana-de-agUcar e farelo de arroz como
substrato para a producdo de etanol;

Obtencdo de etanol a partir de complexo enziméatico produzido por diferentes
cepas selvagens coletadas no cerrado brasileiro;

Produgdo de etanol a partir de complexo enziméatico produzido pela cepa
selvagem Mucor racemosus Fresenius empregando diferentes meios para extracdo das

enzimas.

7° Congresso Internacional de Bioenergia 2012 (artigo completo) - Séo
Paulo/SP, 30 de outubro a 01 de novembro de 2012:

Producdo de Extrato Enzimatico e Etanol Celulésico;
Avaliacéo das Condigdes Fermentativas na Producdo de Etanol de Segunda

Geracdo Utilizando Complexo Enzimético de Fungo do Cerrado.

6° Congresso Internacional de Bioenergia 2011 (artigo completo) -
Curitiba/PR, 16 a 19 de agosto de 2011:
Produgdo de Complexo Enzimatico Hidrolitico e Etanol pelo Aproveitamento

de Biomassa Mista de Residuos Agroindustriais de Arroz e Queijo.

Potencial de Fungos do Cerrado na Producdo de Complexo Enzimético para

Degradacéo da Celulose.
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11th International Chemical and Biological Engineering Conference -
CHEMPOR 2011 (resumo estendido) - Lisboa/Portugal, 5 a 7 setembro de 2011 -
Ethanol Production from Whey and Byproducts of Rice Processing.

12th International Chemical and Biological Engineering Conference -
CHEMPOR 2014 (resumo estendido) - Porto/Portugal, 10 a 12 Setembro de 2014:

Effects of the Temperature and Broth Composition on Ethanol Production from
Sugarcane Bagasse and Crude Enzymatic Extract;

Ethanol production via crude enzymatic hydrolysis of sweet sorghum bagasse

treated with a pressurized batch hot water reactor

e Revista Internacional:

Revista: Renewable Energy, Fator de impacto: 2.978 Elsevier — Qualis Al
para Engenharia Il da CAPES (http://www.journals.elsevier.com/renewable-energy/);

Titulo: Ethanol Production from Agroindustrial Biomass using a Crude
Enzyme Complex Produced by Aspergillus niger;

Autores: Nattacia R. A. F. Rocha; Maria Aparecida Barros; Janaina Fischer;
Ubirajara Coutinho Filho e Vicelma L. Cardoso;

D.O.1.: 10.1016/j.renene.2013.01.053;

Péagina do trabalho:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960148113000918;

Volume/Ano: 57, 2013.

Revista: Chemical Engineering Transactions - The Italian Association of
Chemical Engineering (AIDIC) - Qualis B5 para Engenharia Il da CAPES
(http://www.aidic.it/cet/);

Titulo: Second generation ethanol production using crude enzyme complex produced by
fungi collected in Brazilian Cerrado (Brazilian Savanna);
Autores: Janaina Fischer, Verdnica dos Santos Lopes, Emanoela Fernanda Queiroz
Santos, Ubirajara Coutinho Filho, Vicelma Luiz Cardoso;
D.O.l.: 10.3303/CET1438082
Pagina do trabalho: http:// www.aidic.it/cet/14/38/082.pdf

VVolume/Ano: 38, 2014.
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Revista: Chemical Engineering Transactions - The Italian Association of
Chemical Engineering (AIDIC) - Qualis B5 para Engenharia Il da CAPES
(http://www.aidic.it/cet/);

Titulo: Utilization of Cheese Whey and Cellulosic Biomass for Production of Ethanol
by Selected Fungi Strain from Brazilian Savannas;
Autores: Janaina Fischer, Ver6nica dos Santos Lopes, Célia M. A. Galvédo, Juliana C.
Teodoro, Ubirajara Coutinho Filho, Vicelma Luiz Cardoso;
D.0O.1.: 10.3303/CET1332180;
Pagina do trabalho: http://www.aidic.it/cet/13/32/180.pdf;

Volume/Ano: 32, 2013.

Submissdo de artigo na Revista (2014): Biomass and Bioenergy, Fator de
impacto: 3.411 Elsevier — Qualis Al para Engenharia Il da CAPES
(http://ees.elsevier.com/jbb/);

Titulo: "Ethanol production from cellulose biomass using a crude enzyme
complex produced by the new strain Mucor racemosus Fresenius isolated from the
Brazilian savanna"

Autores: Janaina Fischer, Nattacia Rodrigues de Araljo Felipe Rocha, Saulo
Luiz Cardoso, Verbnica dos Santos Lopes, Emanoela Fernanda Queiroz Santos,

Ubirajara Coutinho Filho, Vicelma Luiz Cardoso.



