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RESUMO

O esgotamento de petroleo, carvao e gas natunalbinado com o aumento da demanda
energética mundial, levou a pesquisas de novasafrde producdo de combustiveis
alternativos, como o etanol de segunda geracae.\esh sendo produzido pela hidrélise e
fermentacdo de materiais lignocelulosicos desde ad século XIX, mas apenas nos ultimos
20 anos essa técnica tem sido proposta para atendercado de combustiveis. Com isso, 0
estudo da producao de etanol de segunda geragdoss& interessante pela possibilidade de
se aproveitar residuos agroindustriais, como o ¢maga cana-de-aclUcar que é um residuo
lignoceluldsico abundante no Brasil, e pelo usonigro-organismos destinados a producéo
de enzimas para a hidrdlise da biomassa ligno@ta60Os micro-organismos que produzem
o complexo de celulase podem ser encontrados madoebrasileiro, visto que este detém
cerca de 5% da biodiversidade do planeta, sendiid@ado a savana mais rica do mundo. A
fermentacdo em estado soélido representa uma etapartante da cadeia produtiva para
producdo de complexo enzimatico, possuindo vansgagemo menor geracao de efluentes,
baixo risco de contaminacdo, baixo custo operatioa#&m da possibilidade de
reaproveitamento de diversos tipos de residuosiratysiriais. Neste trabalho foi feita a
avaliacdo comparativa da producdo de complexo étwion de fungos do Cerrado e
Aspergillus niger. Trés fungos do ecossistema do Cerrado foramaaladie comparados com
Aspergillus niger na capacidade de produzir etanol pelo uso do @mpenzimatico e
Saccharomyces cerevisiae em diferentes condicbes de fermentacdo solida )(FES
fermentacdo submersa (FS) de bagaco de cana-daraguilumetido a explosdo de vapor.
Entre os fungos testados foi constatado qu€hoysonilia sitophila se destacou como
promissor, sendo que as melhores condi¢cdes asascaa@roducdo de etanol foram: a) 72
horas de FES com uso de bagaco de cana tratadeleda arroz na proporcéo de 1/3 e 2/3,;
b) 48 horas de fermentagéo alcoodlica com uso de @®%agaco de cana tratado e 20% de
bagacan natura . Nas melhores condi¢cdes foi observado a prodde&®5 g/L de etanol ao
fim de uma unica fermentacdo e 16,7 g/L ao fim datp fermentacdes sucessivas com
extracOes sucessivas de complexo enzimatico.

Palavras-chave: etanol de segunda geracéo, fergdentan estado solido, bagaco de cana-de-
acucarChrysonilia sitophila.



ABSTRACT

The exhaustion of oil, coal and natural gas, comedbiwith the increase in global energy
demand, has led to research new ways of produdieghative fuels such as ethanol from
second generation. This is being produced by thdrdhysis and fermentation of
lignocellulosic materials since the late nineteerghtury, but only in the last 20 years, this
technique has been proposed to meet the fuel markes, the study of the production of
second generation ethanol proves interesting bypdssibility of taking advantage of agro-
industrial residues such as bagasse from sugans@ieh is an abundant lignocellulosic
residue in Brazil, and the use of micro-organismtended for production of enzymes for
hydrolysis of lignocellulosic biomass. The micrganisms that produce cellulose complex
can be found in the Brazilian Cerrado, since itdeahbout 5% of the planet’'s biodiversity,
considered the richest savanna in the world. THel state fermentation represents an
important step for the production of the enzyme plax, possessing advantages, such as less
effluent generation, low contamination risk, loweogting cost, and the possibility of reuse of
various types of agro-industrial residues. In tkisrk was done a benchmarking the
production of the enzyme complex by Cerrado furgi Aspergillus niger. Three Cerrado
fungi were evaluated and compared wAspergillus niger in the ability to produce ethanol by
use of the enzyme complex aSatcharomyces cerevisiae under different conditions of solid
state fermentation (SSF) and submerged fermenté86i of exploded sugarcane bagasse.
Among the fungi tested was found that @lrysonilia sitophila stood out as promising, and
the best conditions associated with ethanol praoolictvere: a) 72 hours of SSF using
sugarcane bagasse and rice bran at a ratio ofntd2/; b) 48 hours of SF using 80% of
exploded sugarcane bagasse and 20% of raw badadbe. best conditions were observed
6,5 g/L of ethanol production after one alcohokenfientation and 16,7 g/L of ethanol after
four successive fermentations with successive eaayomplex production.

Key-words: ethanol from second generation, solatestfermentation, sugarcane bagasse,
Chrysonilia sitophila.



CAPITULO 1 — INTRODUCAO

O sistema energético mundial é, atualmente, demedde combustiveis fosseis
(carvao, petréleo e gas). Esta situacao necessitaudlancas ndo so pela exaustdo gradativa
das reservas de combustiveis fésseis como tambiés) gfeitos negativos ao meio ambiente
gue resultam do seu uso, como 0 aquecimento glebabntrole da emissao desses gases e a
garantia de uma demanda de energia, utilizanda®dbtntes, € um problema comum e
urgente a toda humanidade.

A busca por combustiveis alternativos fez com gqlguns paises optassem por
biocombustiveis, como o etanol de primeira geragémjuzido pela fermentacdo de aclUcares
da cana, do milho, da beterraba e de outras foDigsa via para obtencéo de etanol € pela
hidrolise da biomassa celuldsica, com geracaoidesg que pode ser fermentada produzindo
etanol, processo que produz etanol de segundadgef@GEDA; PETRI, 2010).

A conversao da biomassa celulésica em agUcaresféaneis para a producdo de
etanol de segunda geracdo vem sendo consideradaltemeativa promissora para aumentar
a producdo necessaria para atender a demanda iniNetite processo ha varias alternativas
tecnolégicas devido a complexidade e variedade d&rmas-primas disponiveis. Entre as
vérias rotas, a de maior potencial de integrac&ousaas comerciais consiste em uma etapa
de pré-tratamento da biomassa para disponibilisapaissacarideos, seguida de hidrolise
acida ou enziméatica para obtencdo de acuUcares ritesoéveis e fermentacdo microbiana
destes acucares a etanol (ZUNIGA, 2010).

Vérios métodos de pré-tratamento tém sido propgetoes modificar a estrutura rigida
que caracteriza a lignocelulose. Para o bagacoada-ade-aclcar, o pré-tratamento por
explosédo a vapor foi proposto como um dos mais [@sores devido a sua compatibilidade
em sistemas de biorrefinaria. Neste método, o mhtgmoceluldsico € exposto a condi¢cbes
de elevada pressao seguidas de elevadas tempgmtileacompressao repentina, que causa a
quebra da estrutura lignocelulésica associadaraltse da hemicelulose e despolimerizacao
da celulose e lignina (ZUNIGA, 2010; BALAT, M.; BT, H.; OZ, 2008 ).

A producdo de complexo enzimatico com potencialcagfio na producédo de etanol
de segunda geracao representa uma etapa impotamizdeia produtiva. Com isso, hd um
crescente interesse na busca de novos micro-ongasique produzem enzimas, nos mais

variados ambientes. O Cerrado brasileiro mereagate pois é reconhecido como a savana
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mais rica do mundo em biodiversidade, com a pre@seececossistemas capazes de abrigar
fungos produtores de complexos enzimaticos queadagr a celulose.

Neste contexto, o presente trabalho teve comdiwbjgeral a producéo de etanol de
segunda geracéo a partir de complexo enzimati¢ord@ do Cerrado, obtido da fermentacao

em estado solido. Os objetivos especificos foram:

» selecionar fungo do ecossistema do Cerrado padugéio de complexo enzimético,
que seja capaz de degradar a celulose de bagaamalele-acucar;

» avaliar a producdo do complexo enzimético por fetagfio em estado solido em
diferentes condicoes;

* avaliar a producédo de etanol psaccharomyces cerevisiae, utilizando o complexo
enzimatico gerado e diferentes condi¢ces de feagaatsubmersa.

» estudar fermentacdes alcodlicas sucessivas parenséama producéo de etanol.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Residuos lignocelulésicos

Os residuos lignocelulésicos sdo abundantes fdetearboidratos e sua bioconversao
tem recebido grande atencéo nos ultimos anos. $3oseaitilizando esse tipo de residuo como
matéria-prima podem diminuir a dependéncia do hompemcombustiveis fésseis por meio
do fornecimento de uma conveniente e renovavelefal® energia na forma de glicose
(OJUMU et al., 2003).

O Brasil dispbe de uma grande variedade de residgadcolas e agroindustriais cujo
bioprocessamento representa um processo de irgeressomico e social. Neste contexto, os
residuos de usinas de acgucar e alcool e unidadpsodacao agricola geradoras de residuos
de culturas de cereais, de milho, de trigo, casleasrroz e de aveia, dentre outros sao
potenciais fontes de matéria-prima para fermentacdiversos processos sao desenvolvidos
para o aproveitamento desses materiais, transfawras em compostos quimicos e produtos
com alto valor agregado como as enzimas, 0s aoid@icos, 0s aminoacidos, entre outros
(MENEZES; SILVA; DURRANT, 2009).

2.1.1. Bagaco de cana-de-agucar

Estima-se, no Brasil, que a cada tonelada de dersgicar processada, obtém-se
cerca de 280 kg de bagaco, sendo que a cada amaléido aproximadamente de 5 a 12
milhdes de toneladas desse material, correspondeeoca de 30% do total da cana moida
(PANDEY et al., 2000).

O bagaco de cana-de-acgucar € um residuo fibragoré2.1) obtido pela moagem da
cana. Este residuo contém de 48 a 52% de umidaal&%2 de soélidos sollveis (brix), 46 a
48% de sélidos insoluveis (fibra) e caracteristitsiso-quimicas que dependem do sistema
de colheita da cana (cana queimada ou sem queidwacprte e da forma de carregamento.
Condicbes climaticas anteriores e posteriores &etal e diferentes estdgios de
desenvolvimento vegetativo podem interferir, tamjp@ancomposicéo do bagaco de cana para
fins energéticos (CTC, 2012).



Figura 2.1 — Foto ilustrativa do bagaco de canagiesar.

A composi¢do quimica do bagaco de cana é basead@més polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina, sendo que a celulose éngipal componente quimico da biomassa.
A celulose fornece forca a parede celular das gtaeté composta de cadeias lineares de D-
glicose, unidas por ligacd@sl,4-glicosidicas (Figura 2.2) com alto grau ddrpetizacéo e
elevado peso molecular, principalmente em sua fams#alina que confere alta resisténcia

ao rompimento de suas ligacdes por substanciadapsafBORTOLAZZO, 2011).
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Figura 2.2 — Estrutura da celulose.



As hemiceluloses sdo compostas por uma colec@&rogénea de polissacarideos
amorfos com grau de polimerizagdo muito inferiord@ocelulose. Sua estrutura apresenta
ramificacbes e cadeias laterais que interagemniaaie com a celulose, proporcionando
flexibilidade e estabilidade ao agregado (Figu3.2580 mais suscetiveis a hidrélise acida
qgquando comparadas com as celuloses, pois oferecaior racessibilidade aos &acidos
(BORTOLAZZO, 2011).
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Figura 2.3 — Estrutura da hemicelulose.

Ja a lignina é um polimero fendlico, uma macromd&aamificada e amorfa,
formando uma rede de anéis aromaticos unidos pehmente por ligacées alquil-aril-éter,
como mostra a Figura 2.4 (ZUNIGA, 2010).
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Figura 2.4 — Estrutura da lignina.

O bagaco de cana-de-agucar, portanto, € um mniaderialto teor lignocelulésico e,
para que sua utilizacdo se torne viavel para pémwe etanol de segunda geracédo, é

necessario o desenvolvimento de métodos de tratanggle promovam o rompimento da
estrutura fibrosa, tornando-a mais digestivel.

2.1.2. Farelo e palha de arroz

O arroz esta entre os cereais mais consumidosuthmlon O Brasil € o nono maior

produtor mundial e colheu cerca de 11,6 milhdetodeladas na safra 2011/2012 (CONAB,
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2013). Para que esse alimento possa ser consuifateciso que seja produzido em grande
escala e posteriormente seja beneficiado, paraelgupossa ser encaminhado ao comércio
para venda ao consumidor final.

A fase de beneficiamento do arroz gera residuosutwprodutos como a casca do
arroz, o farelo e os grdos quebrados (quirera)ar@ld pode ser transformado em 6leo ou
racdo, 0s graos quebrados podem servir como matéma para producao de farinhas e de
amido pré-cozido, ja a casca de arroz pode serausadgroducdo de papel ou como fonte
energética (LORENZETT; NEUHAUS; SCHWAB, 2012).

A casca de arroz tem baixa densidade e peso #spealém de lenta biodegradacéao,
permanecendo em sua forma original por longos g@esiode tempo. Como a casca
corresponde a cerca de 20% do total da producaoroe, tem-se que a producao mundial da
mesma € cerca de 80 milhdes de toneladas por @RENZETT; NEUHAUS; SCHWAB,
2012).

O farelo de arroz corresponde a 5-8% do totalrdo de arroz. E fonte de proteinas,
fibras dietéticas e de compostos funcionais coneottienois, além de ser uma fonte de
lipidios. No Brasil, o farelo de arroz possui bamalor comercial, sendo utilizado para
extracdo de 6leo, como ingrediente da racdo aréntaimo fertilizante organico. E também
utilizado em multimisturas, tostado de forma casesendo distribuido a familias de baixa
renda (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006).

2.1.3 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

A hidrélise da celulose a glicose em meio aquoatalisada por complexo enzimatico
de celulase, possui um rendimento muito baixo daewdestrutura altamente cristalina da
celulose, dificultando o0 acesso aos sitios atiwsubstrato. Além disso, a lignina restringe a
hidrolise, visto que esconde a superficie celuddsitpedimento o intumescimento das fibras
do substrato. Torna-se necessaria, entdo, uma dmmpaé-tratamento para se quebrar a
estrutura cristalina da lignocelulose e removeagina, expondo as moléculas de celulose e
hemicelulose a acdo enzimatica (Figura 2.5) (OGHEHBRATRI, 2010).
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Figura 2.5 — Esquema dos efeitos do pré-tratansaiice a estrutura lignoceluldsica
(CABIAC et al., 2011 — adaptado).

Os pré-tratamentos disponiveis, atualmente, podenfisicos, quimicos, biolégicos
ou de fracionamento por solvente. O pré-tratamésico quebra o tamanho das fibras pela
moagem, processamento aquosO OU eXpoSiCAo ao V@poprocessos quimicos de pré-
tratamento mais utilizados sdo com acido diluidicalia solvente organico, aménia, dioxido
de enxofre, dioxido de carbono, entre outros pr&lgtie geram uma biomassa mais digerivel
pelas enzimas. Os métodos bioldgicos sdo usadgsmab vezes, combinando-se com
tratamentos quimicos que visam solubilizar a lignideixando a celulose mais acessivel a
hidrolise e a fermentacdao (MACHADO, 2009).

Entre as formas mais difundidas de pré-tratampotie ser citada a exploséo a vapor,
gue modifica fisica e quimicamente os materiaisxdaelulésicos, fracionando os trés
principais polimeros que constituem esses matedelslose, encontrada na por¢éo insollvel,
hemicelulose, que permanece no hidrolisado e lggrgie pode ser separada com metanol,
etanol ou hidroxido de sédio. Este método poderasalizado em diferentes condi¢cdes de
pressao, temperatura e tempo (MACHADO, 2009).

Explosédo a vapor € um método promissor para t@méomassa mais acessivel a acao
da enzima celulase. O material € aquecido usanpor\de alta pressdo (20-50 bar, 210-
290°C) em poucos minutos. Esta reacdo é, em sequadada pela descompressao subita a
pressdo atmosférica. Este método usa o processomdpressao, agua quente, e nenhum
catalisador acido ou quimico é necessario, fazemmo que a explosdo a vapor seja um
método economicamente interessante e ambientalmeaxitativo (HAMELINCK;
HOOIJDONK; FAAIJ, 2005).



2.2. Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido (FES) se apresenta uma técnica capaz de propor
caminhos alternativos para os residuos e subpredgévados, minimizando possiveis
problemas ambientais e agregando valor a essesiaigtegor meio da producdo de
substancias de interesse econdémico. Portanto, ysdode residuos agroindustriais como
substrato microbiano para sintese de celulasespeehtacdo em estado solido representa um
importante decréscimo nos custos de producédo, demantagens com relacdo a elevada
especificidade do complexo enzimatico final.

A mesma tem sido utilizada durante séculos em tbdwndo. Tradicionalmente, a
FES foi utilizada principalmente para a producaalifeentos fermentados, como laticinios e
molho de soja. Na FES, o micro-organismo pode eresotre os fragmentos de substrato,
isto é, no interior da matriz do substrato, ou s@bsuperficie do substrato.

A FES, também chamada por alguns autores de feagdmn semi-solida (FSS),
aplica-se ao processo de crescimento de micro-isrgas sobre substratos sélidos sem a
presenca livre de agua para a producédo de compdszamaticos. Possui algumas vantagens,
como menor geracdo de efluentes, baixo risco deonacdo devido a baixa umidade do
meio, menor exigéncias de dgua quando comparadareritacdo submersa, além do facil
manuseio, baixo custo operacional e possibilidaeedproveitamento de diversos tipos de
residuos agroindustriais (PONTES, 2009).

Na FES, a agua € um dos parametros que maisnofame no processo fermentativo,
pois possui elevado grau de interacdo com as suistaque compdem a fase sdlida. Os
substratos para a FES séo, em geral, residuosbpuosiutos da agroindustria como farelos,
cascas, bagacos, entre outros (PINTO et al., 2005).

A fermentacdo em estado sélido esta adquirindoreleaancia especial em processos
biotecnolégicos como uma alternativa a tradiciofeaimentacdo submersa. A FES exige
menos energia, produz menos aguas residuais, pmi@ipar o problema de eliminacdo de
residuos sélidos, além de ter menores riscos darmamacao e baixos custos operacionais
(DIAZ et al., 2007).

Os materiais solidos usados na FES podem ser fidadsis em duas categorias:
materiais inertes, que s6 agem como um local @&dic para 0 micro-organismo e néo inerte,
que fornecerd alguns nutrientes para 0 micro-osgami Esses materiais sédo tipicamente
lignoceluldsicos a base de produtos agricolas oairadystriais, tais como subprodutos de

graos e cereais. Certo numero de tais substratesnforegado: bagaco de cana, trigo, farelos
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de arroz e milho, palha de trigo, palha de arrazca de arroz, residuos de banana, polpa de
beterraba, etc (DIAZ et al., 2007).

A escolha do substrato da FES é tdo essencial papaoducdo do complexo
enzimatico quanto a escolha do micro-organismo. Bempre o0 meio que permite o melhor

desenvolvimento do micro-organismo favorece a fgdoalessas enzimas.

2.3. Micro-organismos produtores de celulases

Os micro-organismos celuloliticos sdo aqueles pugluzem enzimas capazes de
degradar a celulose natural. Na natureza, existe vemiedade de micro-organismos que
produzem celulases, e a hidrélise da celulose gtais gesulta na producgédo final de glicose
que é utilizada como fonte de carbono pela levedara producédo de etanol (RUEGGER,;
TAUK-TORNISIELO, 2004).

Quando se trata de um processo fermentativo,eg&eldo micro-organismo se torna
relevante devido a necessidade deste apresentadaleficiéncia na conversdo do substrato
em produto e possibilitar sua rapida liberacéo paraeio. Além disso, ndo devem apresentar
inconstancia quanto ao comportamento fisiolégicdampouco exigirem condicbes de
processo muito complexas (PONTES, 2009).

A maioria dos micro-organismos celuloliticos pece ao grupo das bactérias e dos
fungos, podendo ocorrer em todas as biotas queclaudo de residuos de celulose. Os
fungos filamentosos, contudo, sdo os mais adagtaas processos fermentativos como a
fermentacdo em estado soélido, pois sdo capazesedeecem com pouca agua e muitos
sélidos presentes, além de sua forma de crescim@oio meio de hifas, favorecer a
colonizacéo do meio (PONTES, 2009).

Os fungos sédo considerados 0s mais importantes-miganismos utilizados pela
industria na producédo de enzimas, e os princip&sororganismos produtores de celulases
sao: Trichoderma reesei, Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Sporotrichum
pulverulentum, Penicillium funiculosum, Penicilliumiriensis, Aspergillus sp, Schizophyllumm
sp, Chaetomium sp e Humicola sp (BORTOLAZZO, 2011).

Portanto, varios micro-organismos, especialmerstefumgos filamentosos, podem
produzir celulases para a hidrolise de materiagisokeluldsicos, sendo que a hidrdlise

enzimética da celulose envolve a acéo sinérgicamdeomplexo celulolitico, geralmente de
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fungos, formado por endoglucanases, exoglucangs&sgicosidades (ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006).

2.3.1. Cerrado: biodiversidade e fungos

O cerrado brasileiro é o segundo maior bioma d&raa do Sul, ocupando uma area
de aproximadamente 2 milhdes de’kmue é cerca de 22% do territério nacional (Figura
2.6). Neste espaco territorial encontram-se asendéss das trés maiores bacias hidrogréaficas
da América do Sul: Amazonica/Tocantins, Sdo Fraoces Prata, resultando em um elevado

potencial aquifero e favorecendo a sua biodiveded®MA, 2013).

Figura 2.6 — Distribuicéo da vegetacao do cerradsileiro (RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997).
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O cerrado detém cerca de 5% da biodiversidade lalzeta, sendo considerado a
savana mais rica do mundo. A heterogeneidade edpaaim fator determinante para a
ocorréncia de uma diversidade de espécies: o bidiriga mais de 11000 espécies vegetais,
além de uma grande variedade de vertebrados,ttegas aquaticos, de invertebrados e de
micro-organismos, tais como fungos associadosasgs da regido (MMA, 2013).

O fungoChrysonilia sitophila, que pode ser encontrado no ecossistema do cegado
um anemdfilo, isto é, fungo dispersado pelo ar afér@o e que pode ser encontrado como
componente da flora microbiana do homem e de asid@nésticos, como contaminante de
alimentos, como deteriorantes de acervos e magdedrasagua doce e salgada, ou ser
responsavel pelo emboloramento. Sua dispersdotaegena € ampla; os propagulos fungicos
podem ser encontrados em altas concentracdes riesvanedos locais, especialmente em
ambientes umidos (MEZZARI, 2002).

As colbnias deChrysonilia sitophila se expandem rapidamente, com taxa de
crescimento diério, a 25 °C, de cerca de 25 mne fdsigo é praticamente incolor, mas logo

desenvolve uma coloracgao laranja, como mostrawd® 7 (VON ARX, 1981).

Figura 2.7 — Foto ilustrativa do fun@hrysonilia sitophila.
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2.4. Complexo enzimatico de celulase

Celulase é uma enzima constituida por um compleyaz de atuar sobre materiais
celulésicos, promovendo sua hidrélise. E um bidisatdor altamente especifico que atua em
sinergia para a liberacédo de acucares, dos quglisose desperta maior interesse industrial
devido a possibilidade de sua conversao em etansinergia acontece quando a atividade
exibida por misturas de componentes € maior quere slas atividades desses componentes
avaliadas separadamente (CASTRO; PEREIRA JR, Z2DGEDA, 2011).

A bioconverséao de residuos que contém celulosgliatése € catalisada por um grupo
de enzimas denominadas celulases. Para que ocdridrdise enzimatica da celulose é
necessario que ocorra a adsor¢cdo da enzima a isigpeld substrato, com a formag&o de um
complexo enzima celulose. A adsorcéo das celuks@® o0 substrato promove, além de um
contato fisico entre estes componentes, um imgertpapel na eficiéncia da hidrélise de
celulose (SALAMONI, 2005).

A classificagdo das celulases, de acordo com seal lde atuagdo no substrato
celulésico, € dividida em trés grupos: endoglucesdEnG), que clivam ligacdes internas da
fibra celulésica; exoglucanases (ExG), que atuamrempdo externa da celulose; fe
glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacaridemdiveis em glicose (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010).

As endoglucanases sdo enzimas que catalisam disedrderna de ligagddgs1,4-D-
glicosidicas da celulose, atuando aleatoriamenbeesmegides amorfas e sobre substratos
soluveis de celulose, liberando celoligossacarideles podem hidrolisar também ligac@es
1,4 em D-glicanas que contenham ligaghds3. As endoglucanases sdo também conhecidas
como celulases, end®1,4-glicanases, glicanases ou carboximetil cetislaSeu substrato
natural é a celulose e xiloglicana, apresentandpectficidade variavel sobre
carboximetilcelulose, Avicef-glicana e xilana (SALAMONI, 2005).

As exoglucanases conhecidas também como celobotdwses, [(-1,4-
celobiohidrolases ou avicelases, catalisam a hs#rotle ligacdesB-1,4-glicosidicas na
celulose e celotetraose, das extremidades conupssigdutores e ndo redutores e unidades
de glicose de terminais nao redutores da cadeibABHONI, 2005).

A completa hidrélise é realizada pela acdo plagicosidades, conhecidas também
como celobiases, que convertem celobiose em glieasgalisam a hidrolise de residuos de
B-D-glicose terminais nao redutores liberafeD-glicose (SALAMONI, 2005).
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A hidrélise enzimatica de celulose pela celulasgolve, portanto, trés etapas:
adsorcao das celulases na superficie de celulobseguente quebra da celulose através da
acao sinérgica das celulases e dessor¢cédo da eetidagsiduo de celulose no sobrenadante.
Acredita-se que a acessibilidade da celulase tios sie adsor¢cao sobre a estrutura cristalina
da celulose é um fator importante na determinagétaxia de hidrélise. Com o intuito de se
aumentar a area superficial acessivel a adsorcdaetldases, o substrato é sujeito
frequentemente a pré-tratamentos que destroemaaj@rde microfibrilas de celulose nos
dominios cristalinos (OGEDA, 2011).

Contato fisico direto entre as enzimas e as miagéabop substrato € um pré-requisito
para a hidrélise. Qualquer caracteristica estrligme limite a acessibilidade das enzimas
diminui o rendimento hidrolitico (OGEDA, 2011).

Portanto, contribui¢cdes cientificas vém sendo gevadntinuamente, no que tange ao
isolamento de micro-organismos produtores de cmglaao aumento da expressao de
celulases por mutacBes génicas, a purificacdo actemizacdo de componentes destes
complexos enzimaticos, ao entendimento sobre osamwsmnos de ataque a celulose, a
determinacdo de estruturas tridimensionais daslasels e a demonstracdo do potencial
industrial dessas enzimas (CASTRO; PEREIRA JR, 010

2.5. Etanol de primeira e segunda geracao

O Brasil se destaca como produtor de etanol degmangeracdo em larga escala
depois de 1970, quando houve o primeiro choquerodupédo petrolifera, como pode ser
visto na Figura 2.8. Até o fim da década de 1@76tanol era usado como insumo para as
industrias de bebidas e para algumas industrianicas, ressaltando-se que grande parte do
etanol era proveniente do gas natural. Ja em Xértmplantado o Programa Nacional do
Alcool — Proélcool, com o objetivo de estimular ebqucdo de &lcool para atender as
necessidades do mercado interno e externo e dee@alé combustiveis automotivos (ROSA,;
GARCIA, 2009; MONTEIRO; ALTMAN; LAHIRI, 2012).
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Figura 2.8 — Evolucéo da producao de etanol degiringeracdo no Brasil (MONTEIRO;
ALTMAN; LAHIRI, 2012 — adaptado).

Na producao de etanol, o estado de Sao Paulo sagwr ser produtor de 60% de
todo etanol brasileiro, mas a atual producéo veuntivasificando com o aumento da mesma
em diversos estados, com destaque para Minas Gefa®as, pois a atual capacidade de
expansao da producdo em S&o Paulo é limitada (EGES# al., 2011).

Ainda hoje a via fermentativa é a mais importgaea a obtencéo de alcool no Brasil,
tanto para a producdo de etanol de primeira geragd® cana-de-aglcar, quanto de segunda
geracdo, a partir de biomassas lignocelulosicasju® torna a producdo de etanol por
fermentacdo a forma mais econémica de sua obtehgialiversidade de matérias-primas
naturais e residuais existentes no pais (PEREIRALIRITO; SANTA ANNA, 2008)

O etanol de segunda geracdo vem sendo produzidohfpzdlise e fermentacdo de
materiais lignocelulésicos desde o fim do séculX,Xhas apenas nos ultimos 20 anos essa
técnica tem sido proposta para atender o mercadmméustiveis. Os Estados Unidos e a
Europa conduzem os principais programas de pesguisaenvolvimento sobre esse tema em
escalas experimentais de producdo. Contudo, o0 Suaks pesquisa poderia transformar o
etanol de segunda geracédo em um biocombustiveélphde ser produzido em varias regides

do mundo, aproveitando, assim, a alta disponilulkdde residuos de biomassa produzidos em
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diversas atividades, tais como as agricolas e indiss (MACEDO; SEABRA; SILVA,
2008).

O etanol pode ser produzido a partir da fermenotapd@ta de aclcares simples ou a
partir de polissacarideos tais como amido ou cedylgue podem ser convertidos em
acucares. Assim, as fontes de carboidratos podepiassificadas em trés grupos principais:
(1) agucares simples: cana-de-aglcar, beterrabgg,ssoro de leite e melaco; (2) amidos:
graos como o milho e trigo, tubérculos tais comondi@ca, batata, etc; (3) biomassa
lignocelulosica: material lenhoso, palhas, residwagicolas e residuos de culturas
(MUSSATTO et. al, 2010).

A producao de etanol €, geralmente, realizada@&sretapas: obtencdo de uma solugéo
de acucares fermentesciveis, fermentacédo destearaglem etanol, e separacéo e purificacéo
de etanol. A forma de execucado destas etapas dep@nbiomassa utilizada, como mostra a
Figura 2.9 (MUSSATO et. al, 2010), na qual podesbservar que a etapa anterior a
fermentacdo para se obter agucares fermentesaveisque diferencia os processos de
producdo de etanol a partir do aclUcar simples, rar o amido e a partir do material
lignoceluldésico. Na producdo de etanol que utilgacarose, a etapa de hidrolise €
desnecessaria, pois a sacarose € um acucar fesgigatela, na produgdo de etanol de amido
de milho, torna-se necesséria a sacarificacdo ¢Reéd): o amido € gelatinizado por
cozimento e submetido a hidrélise enzimatica parm&cdo de mondmeros de glicose, 0s
quais podem ser fermentados pelos micro-organishos.processos que utilizam biomassa
lignocelulosica, € necessaria a abertura das filmasratamento para conversdo da
hemicelulose e da celulose em aclcares fermentescdy abertura das fibras de celulose; b)
separacao da celulose da hemicelulose com hidddisi a pentoses e hexoses (Reator 1); ¢)

hidrolise da celulose a glicose (Reator 2).
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Figura 2.9 — Fluxograma com as matérias-primasipdis e 0s processos utilizados para a
producao de etanol (MUSSATTO et al., 2010 — adaptad

As etapas basicas da producdo de etanol de segenacédo, de acordo com a Figura
2.10, sdo: (1) pré-tratamento da biomassa, conagado de cana, para tornar a celulose mais
acessivel para as etapas subsequentes, (2) rededligmatica para quebrar os polissacarideos
em acuUcares simples, (3) fermentacédo destes aslgraretanol e (4) destilacdo. Na hidrdlise
enzimatica, a técnica de fermentacdo em estaddosQRES) pode ser utilizada para a

producdo de complexos enzimaticos que serdo easraidtilizados na hidrolise da celulose.
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Figura 2.10 — Principais processos utilizados pgreoducéo de etanol celulésico com
destaque para a hidrélise enzimatica.

As tecnologias envolvidas para a producéo de etdeaddegunda geragdo sdo mais
complexas e o0 custo da producdo é mais elevadodgquemmparado com a producao de
etanol a partir de cana, beterraba ou milho. Noardaf a maioria dos materiais
lignoceluldsicos apresenta um grande potencial pgeoducdo de etanol em grande escala
para o consumo mundial como um combustivel rendvdvéiomassa lignoceluldsica se
tornara, portanto, a matéria-prima principal parpr@educdo de etanol no futuro préximo
(MUSSATTO et al., 2010).

Na producédo de etanol de segunda geracdo, tahidr@ise da celulose como a
presenca de outros compostos distintos da celulaseiomassa dificultam a producéo de
etanol. Esta dificuldade pode ser constatada pefaparacdo da concentracdo de etanol
obtida na producéo de alcool de cana com as caacéet que a literatura cita para etanol de
segunda geracdo. Neste sentido, sao valores tigecberatura para processos batelada com
meio solido as concentragfes de etanol variaveis 8b e 13,6 g/L, como mostra a Tabela
2.1.
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Tabela 2.1 — Etanol de segunda geracédo gerado iferardes condi¢cbes de fermentagao

batelada.
Descricao Explicacéo Etanol (g/L) Referéncia
Fermentacgéo de papel Otimizacdo do meio de cultura 3,5e 13,6 ISLAM et al.,
nas concentragbes de  com o uso de nutrientes e 2013

10 g/L e 45 g/L para 5 vitaminas, eClostridium

dias de fermentacéo thermocel lum
Fermentacg&o de palhaOtimizacao da producéo de etanol 5,6 LEVER; HO,
de trigo com 200 g/L pelo uso de agentes esterilizantes 2012

de sélido na fermentacéo etilica de palha de

trigo hidrolisada por enzima

comercial
Fermentacéo de palhaOtimizacdo da producéo de etanol 8,7 LEVER; HO,
de trigo com 200 g/L pelo uso de agentes esterilizantes 2012
de solido na fermentacao etilica de palha de

trigo hidrolisada por complexo

enzimatico bruto

Fermentacdo de sorgoOtimizagéo das condi¢bes de pré- 8,4 XU et al., 2011
com enzima tratamento e fermentacdo com o
comercial, com 40 uso de hidrélise acida

g/L de sélido (72 h)

Fermentacéo de palhaProducédo de complexo enziméatico 5,5 LEVER; HO;
de trigo sem pré- bruto por FES d@érichoderma CORD-
tratamento na reesel utilizado na fermentacao RUWISCH,
concentracdo de etilica de palha de trigo, com 2010
47 g/L tempos variaveis entre 1 e 7 dias
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1. Micro-organismos

Neste trabalho foram utilizados trés fungos de aolecdo de 105 fungos do Cerrado
provenientes da regido do Triangulo Mineiro, armages no laboratério de Engenharia
Bioquimica (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia QudaftyFU. Detalhes sobre esta
colecdo sao apresentados no Apéndice 1.

Os fungos utilizados foram mantidos em tubos deiensontendo meio Czapek
(Tabela 3.1), previamente esterilizado em autockvEO atm por 20 min, incubadas em
estufa (25 + 1 °C) por 5 dias para o crescimenfmsteriormente mantidos sob refrigeracéo

com renovacao de cultivo a cada 20 dias.

Tabela 3.1 — Composicédo do meio Czapek.

Czapek (g/L)

Glicose 20,00
Nitrato de sodio (NaNg) 2,00
Fosfato dibasico de potassio,tPO,) 1,00
Sulfato de magnésio (Mg 0,50

Cloreto de potassio (KCI) 0,50
Sulfato ferroso (FeS) 0,01

Agar 20,00

Fonte: DSMZ, 2009

Como referencial de comparagédo, utilizou-se, tamkeecepa notadamente produtora
de celulaseAspergillus niger ATCC 16404, adquirida da Colecdo de Cultura Trdpiza
Fundacdo André Tosello — Brasil. Esta cepa foigyesla por repique continuo em tubos de
ensaio contendo meio de Batata Glicose Agar — PDabdla 3.2) previamente esterilizado
em autoclave a 1,0 atm por 20 min, incubada emfee¢fd £ 1 °C) por 5 dias para o
crescimento, e posteriormente conservada sob eedig§o com renovacao de cultivo a cada

20 dias.
20



Tabela 3.2 - Composicao do meio PDA.

PDA (g/L)
Infusé@o de batatas 200,0
Glicose 20,0
Agar 15,0

Fonte: DSMZ, 2009

O Quadro 3.1 descreve os micro-organismos utilizadeste trabalho, o local de

origem e as caracteristicas fisicas dos fungosaornento da coleta.

Quadro 3.1 — Fungos, local de origem e descricao.

Fungo Local de origem Descricdo no momento da coet
23 Municipio de Estrela do Sul/MG Verde agua, ndofgatoso
- Coletado ramo podre de pequizeiro. Amarelo, nao filamentoso

Experimental do Gléria-Uberlandia/MG

Coletado no caule de eucalipto, FazendaVerde agua, nao filamentoso, tipo p

O~

42
Experimental do Gléria-Uberlandia/MG esbranquicado
Fungo Colecéo de Cultura (referencial de comparacdo
_ _ Colecao de Cultura Tropical da
65 Aspergillusniger ATCC 16404

Fundacdo André Tosello — Brasil

Para as fermentagfes alcodlicas, utilizou-sevadlera Saccharomyces cerevisiae
Y904 (&) produzida pela Mauri Brasil Ind. Com. Ltda na forsexa, sendo estocada sob
refrigeracédo (5 = 1 °C) em embalagem fechada. |[Eg&alura € comercializada e utilizada no

Brasil em plantas industriais de fermentacao aicagl

3.2. Biomassas

As biomassas utilizadas foram:

* residuo do beneficiamento de arroz (farelo e paddquirido da Cocal Alimentos do
municipio de Uberlandia (Figura 3.1);
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(a) (b)

Figura 3.1 — Fotos ilustrativas do farelo de afe)z da palha de arroz (b).

» soro de leite em po, cedido pela empresa Cargllimkrlandia;
» bagaco de cana-de-acUcanatura;

e mistura em iguais propor¢cdes de bagaco de cangtdeya proveniente do Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC) do municipio de Pirab&'SP, na forma ja tratada com

explosao a vapor nas seguintes condic¢oes:

1) Alta severidade: pressdo — 19 kgffcntempo - 4 min (Figura 3.2 - a)
2) Baixa severidade: presséo - 12 kgfigrtempo - 8 min (Figura 3.2 - b)
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(a) (b)

Figura 3.2 — Fotos ilustrativas do bagaco de caatado com alta severidade (a) e do bagaco

de cana tratado com baixa severidade (b).

3.3. Producao dos complexos enzimaticos de fungos

A Figura 3.3 apresenta as sequéncias de etapasgadps para a producao dos
complexos enzimaticos de fungos, sendo que cadadataa é explicada nos itens 3.3.1 e
3.3.2. A primeira etapa consistiu da preparacaindoulo que foi utilizado na fermentacao
em estado sélido (FES). Apdés o tempo de fermentagi@ssario para a producdo do
complexo enzimético, uma solugdo de sais acrestédextrato de levedura e Tween 80
(Tabela 3.3) foi adicionada ao meio soélido fermdatgpara a extracdo do complexo
enzimatico. Este meio fermentado, ja com a solulgésais, era agitado com bastao de vidro
por cinco minutos e filtrado. Na filtracdo, a maséhda era prensada com um béquer com o
intuito de se extrair a maior quantidade de ligyidssivel, obtendo-se o extrato enzimatico
que era utilizado na fermentagéao submersa (FS)garaducéo de etanol.
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Solucdo de sais
para extracac

Preparo do FES FES FS
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Obtencdc do
extrato enzimatico

Figura 3.3 — Esquema ilustrativo da sequénciaagastpara producéo de complexo

enzimatico.

3.3.1. In6culo

O in6culo para cada fermentacdo em estado soliqurdéparado com meio de cultura
Czapek liquido, conforme composicao: NaN@,0 g/L); KHPO, (1,0 g/L); MgSQ (0,5
g/L); KCI (0,5 g/L); FeSQ@ (0,01 g/L); Glicose 20,0 (g/L), previamente esizatio em
autoclave a 1,0 atm por 20 min. Esporos da linhagdatidos da raspagem de dois tubos de
ensaio contendo o fungo em estudo, foram inoculadosrlenmeyers de 250 mL de volume,
com tampado de algodado envolto em gaze, contendomlO@e Czapek liquido. O meio
inoculado foi mantido sob agitacdo a 120 rpm, @h4m temperatura ambiente (28  2°C).
ApoOs essa etapa, as células geradas foram ceattdage ressuspensas em agua no mesmo
volume (100 mL). Estas células foram utilizadasdmtamente, nas fermentacdes em estado

sélido visando a produgdo do complexo enzimatico.

24



3.3.2. Fermentacao em estado sélido (FES)

As fermentacbes em estado solido para producdocdogplexos enziméticos de
fungos foram conduzidas com meios sélidos de biemde arroz (farelo e palha), bagaco de
cana-de-acUcar tratado e solucéo de soro de kitemcentracédo de 60 g/L, em erlenmeyers
de 500 mL de volume (Figura 3.4) com tempos e campes dos meios varidveis. Foram
realizados quatro conjuntos distintos de ensaipselecdo do micro-organismo e do meio
fermentativo; 2) determinagédo do tempo de ferméaagd) determinagcdo da biomassa da
fermentacdo e 4) determinacdo da quantidade deabgarpara enchimento de um reator de

500 mL de volume.

Figura 3.4 — Foto ilustrativa das fermentacdes stade sélido em diferentes ensaios.

A extracdo do complexo enzimatico foi feita utitid@ uma solucdo de sais acrescida
de extrato de levedura e Tween 80 (Tabela 3.3p €ada 50 g de substrato em base Umida
utilizado na fermentacdo em estado solido, foraoessarios 125 mL da solucédo de sais para
a extracdo dos complexos enzimaticos (FISCHER. e2@12a). O meio fermentado da FES,
juntamente com a solucao de extracao, era filt@atendo-se, assim, o extrato enzimatico
gue era utilizado em seguida na fermentacdo subm@esmentacdo alcodlica) para a

producao de etanol.
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Tabela 3.3 — Composicéo da solucdo de sais, adaedeiextrato de levedura para extracao

dos complexos enzimaticos.

Solugéo de sais acrescida de extrato de levedural(g

Fosfato de potassio monobasico @rRid,) 5,0
Sulfato de magnésio (Mg 1,0
Cloreto de aménio (NKLI) 1,0
Cloreto de potassio (KCI) 5,0
Extrato de levedura 6,0
Tween 80 10,0 mL

Fonte: FISCHER et al., 2012b.

3.3.2.1. Selecéo do micro-organismo e selecdo daarfermentativo

Para a sele¢édo do melhor micro-organismo capaegiadar a celulose, fermentagdes
em estado solido foram realizadas com os quatrgoii@Figura 3.5) que apresentaram maior
indice enzimatico em testes preliminares (ndo péesantados neste trabalho). Também foi
avaliado o uso de solucdo de soro de leite (60 g@/de solucdo de minerais acrescida de
extrato de levedura, de composicao:,RB, (5,0 g/L); MgSQ (1,0 g/L); NH,CI (1,0 g/L);

KCI (5,0 g/L); extrato de levedura (6,0 g/L), neogucdo de complexo enzimatico. Estas
solucdes foram adicionadas ao substrato em umardetela quantidade, de modo a garantir

que a fermentacdo ocorresse em estado salido.
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Figura 3.5 — Fungos utilizados na pesquisa.

Foram testadas composi¢cdes de meio liquido adidoonas fermentacdes em estado
sélido, conforme mostra a Tabela 3.4. Cada com@odigi avaliada em termos de atividade
enzimatica para tempos de fermentacao de 24, 4847€ 101 horas. Como substrato sélido
foi utilizado 50 g das seguintes biomassas: 1/Baigmco de cana-de-acUcar tratado (mistura
em igual proporgéo de bagaco de cana tratado com baveridade e com alta severidade),
1/3 de farelo de arroz e 1/3 de palha de arrozfeimentagcdes foram conduzidas em

erlenmeyers estaticos de 500 mL de volume.
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Tabela 3.4 — Composicdo do meio liquido adicionzamfermentacdes solidas para escolha

do melhor substrato.

Formulacéo Composicgao

Formulacdo 1  soro 17mL + minerais 17mL + indcllspérgillus niger Fa) 34mL

Formulagcdo 2  soro 17mL + minerais 17mL + inéculon@o do cerrado 23) 34mL
Formulacdo 3  soro 17mL + minerais 17mL + in6culon@o do cerrado 38) 34mL
Formulacdo 4  soro 17mL + minerais 17mL + in6culon@o do cerrado 42) 34mL

Formulacao 5 minerais 34mL + inoculspergillus niger Fa) 34mL
Formulacao 6 minerais 34mL + inoculo (Fungo doambrr23) 34mL
Formulagao 7 minerais 34mL + inéculo (Fungo doamor38) 34mL
Formulacao 8 minerais 34mL + inéculo (Fungo doaxor42) 34mL
Formulacéo 9 soro 34mL + inéculdspergillus niger Fa) 34mL
Formulacao 10 soro 34mL + inéculo (Fungo do cer2®)a34mL
Formulacéo 11 soro 34mL + in6culo (Fungo do ceri@gjo34mL
Formulacéo 12 soro 34mL + indculo (Fungo do cerézjo34mL

3.3.2.2. Determinacdo do tempo de fermentacdo emtaso soélido para producdo de
extrato enzimatico

O fungo e o meio escolhidos no ensaio anterioanfoutilizados na avaliagdo da
producao de etanol para diferentes tempos de feagimem estado solido. Para os tempos
de 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas foram feitedises de determinacdo de proteinas
(método de Lowry); determinacdo de células (absmibda 600nm em espectrofotdmetro);

determinacéo de agucares redutores totais (AR€)ezrdinacdo de etanol.

3.3.2.3. Determinacéo da biomassa da fermentacdo estado solido para producdo de
extrato enzimatico

Para determinacdo da melhor biomassa da fermentagé estado solido, foram
conduzidas 12 fermentacdes (Tabela 3.5) em erlesmn@gtaticos de 500 mL, variando-se a
propor¢do de bagaco de cana tratado, farelo de armpalha de arroz. Cada composicao

testada continha 50 gramas de biomassa e compakigd@eio liquido escolhida nos ensaios
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anteriores. Nestas fermentacdes foram realizadasnemmas analises do item 3.3.2.2
(determinacdes de proteinas, células, ART e etanol)

Tabela 3.5 — Composicéo da biomassa da fermengsg@stado soélido.

Meio Bagaco de cana tratado Farelo de arroz Palhaatroz
M1 - ¥ ¥
M2 - 1/3 2/3
M3 - 2/3 1/3
M4 Yo 7 -
M5 2/3 1/3 -
M6 1/3 2/3 -
M7 Yo - Ys
M8 1/3 - 2/3
M9 2/3 - 1/3
M10 1/3 1/3 1/3

M11 1 - -

M12 - 1 -

3.3.2.4. Selecdo da quantidade de biomassa na fentagdo em estado solido para
enchimento de um reator

A selecdo da quantidade total de biomassa na Mmagi em estado solido para
enchimento de um reator estatico de 500 mL de weldoi avaliada para diferentes
guantidades, conforme apresentado na Tabela 3&.cada 50 g de biomassa utilizada na
fermentacdo em estado solido, foram utilizados d25de solucdo de sais acrescida de
extrato de levedura, de composicdo descrita ameeinte (Tabela 3.3), para extracdo do
complexo enzimatico. Na Tabela 3.6 também estaecdgadas as quantidades necessarias
da solucao de sais para extracao, de acordo cefagio citada (para cada 50 g de biomassa
utilizou-se 125 mL de solucéo de sais), assim casquantidades necessarias da solucéo de
soro de leite (60 g/L) e indculo. Nestes ensaaspem foram feitas analises de proteinas, de

células, de agucares redutores totais e de coacéntde etanol.
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Tabela 3.6 — Diferentes quantidades de biomassaspRES.

Solidos Total de Solucéo de Inéculo Solucéo de
(biomassa) biomassa (g) soro de leite (mL) sais para
(mL) extracdo (mL)
S1 25,0 17,0 17,0 62,5
S2 50,0 34,0 34,0 125,0
S3 75,0 51,0 51,0 187,5
S4 100,0 67,0 67,0 250,0
S5 120,0 80,4 80,4 300,0
S6 140,0 93,8 93,8 350,0
S7 160,0 107,2 107,2 400,0

3.4. Producéao de etanol

O substrato utilizado para a producdo de etanotdmposto de bagaco de cama
natura e bagaco de cana tratado pelo processo de explsé&por com alta e baixa
severidade.

A fermentacéo alcoolica foi realizada com 100 nelLextrato enzimatico obtido por
FES, em erlenmeyers sobre mesa agitada com volotaede 250 mL (Figura 3.6). As
condicOes adotadas para a fermentacao alcodliaemfas mesmas da fermentacdo com caldo
de cana-de-aglcar: temperatura de 35 *+ 1°C, pH5Jecdncentracéo de indculo (levedura
Saccharomyces cerevisiae Y904) de 30 g/L. Os testes iniciais foram realizadtlizando 16
gramas de bagaco tratado (mistura em iguais propsrgos dois tipos de bagaco tratado) e 4

gramas de bagag¢n natura, por um tempo de 48 h de fermentagéo.
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Figura 3.6 — Foto ilustrativa dos erlenmeyers sofigea agita para a fermentacéo alcoolica.

3.4.1. Fermentag0Oes alcodlicas em diferentes tempos

As fermentacgdes alcodlicas iniciais foram condagigor 48 h. Novas fermentacdes
alcodlicas foram feitas para testar diferentes tenge fermentacéo, utilizando o substrato de
16 gramas de bagaco tratado e 4 gramas de bagaetura, composi¢cao que foi utilizada
nos testes iniciais. Fermentacfes alcodlicas focanmduzidas com o extrato enzimatico
produzido nas condicdes 6timas da FES. Os temptaites foram para 24 h, 48 he 72 h.

3.4.2. Efeito do teor de bagaco de cana utilizadarfermentacdo submersa na producao

de etanol

Testes foram realizados para determinacdo da metimposicao para a fermentacéo
alcodlica, a partir da melhor condicdo de produdaocomplexo enzimatico. Diferentes
composicdes foram testadas, como mostra a Tabkla 3.
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Tabela 3.7 — Composicéo de cada substrato da feag@&mnalcodlica.

Substrato Bagaco de Bagacode % de bagaco  Quantidade
canatratado canain natura tratado no total de sélido

(9) (9) total de (g de solido)
solido
A 12,0 8,0 60,0 20,0
B 16,0 4,0 80,0 20,0
C 20,0 - 100,0 20,0
D 14,4 9,6 60,0 24,0
E 19,2 4,8 80,0 24,0
F 21,0 4,0 84,0 25,0
G 16,8 11,2 60,0 28,0
H 22,4 5,6 80,0 28,0
| 28,0 - 100,0 28,0
J 26,0 4,0 86,7 30,0

As fermentacdes alcoodlicas foram conduzidas eenewtyers sobre mesa agitada
contendo 100 mL de extrato enzimatico, levedsaaharomyces cerevisiae Y904 (30 g/L),

por um tempo determinado no teste anterior (itehil3.

3.5. Fermentacdes alcodlicas sucessivas

Foi avaliada a producdo de etanol em fermentagdesssivas nas condi¢cdes 6timas
obtidas nos experimentos anteriores (tempo e caggmwslo meio de FES, quantidade de
sélido para enchimento do erlenmeyer para FES, deengomposicdo do substrato da
fermentacdo alcoodlica). Este experimento foi realiz em sequéncia, na qual o meio
fermentado de cada fermentacg&o alcodlica eraaditizna extragdo do complexo enzimatico
da fermentacdo em estado sélido seguinte, e estplexo enzimatico era utilizado na
fermentacdo alcodlica seguinte, como mostra a &i@ur. A concentracdo de etanol era

determinada ao final de cada fermentacéo alcodlica.
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Figura 3.7 — Esquema ilustrativo das fermentaciesssivas, no qual FES representa a

fermentacdo em estado solido e FS representa arftagiio submersa.

3.6. Atividade enzimatica

A atividade enzimética da celulase foi determinatiéizando-se papel de filtro
(FPase), expressa em U/g. Com esse meétodo, awaiauvelocidade de quebra da celulose
proveniente de papel de filtro. Utilizou-se 50 mg piapel de filtro Whatman numero 1
picotado como substrato e a concentracao de celfdaguantificada pela hidrolise do papel
de filtro em solucdo tampé&o de acetato de sédi@ an@l/L e pH 4,7, temperatura de 45 °C
usando-se 1 mL de extrato enzimatico, 2 mL de tandp@iante uma hora. Posteriormente, a
quantidade de glicose liberada foi dosada pelaéeegm acido dinitrosalicilico — DNS — que
foi preparado da seguinte forma: 300 g de tartardtplo de sodio e potassio
((CHOH),- COONa-COOK) com 16 g de hidréxido de sédio (Nadissolvido em agua
destilada. Em seguida, foram adicionados 10 g i &:5 dinitrosalicilico (€H4N2O7). Por

fim, completou-se o volume para 1 L com agua chetil
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3.7. Determinacao de proteinas

Na determinacdo de proteinas do complexo enzimatit utilizado o método de
Lowry. Neste método, foram utilizadas duas solug@dee B); a solucdo A continha 2 g de
carbonato de sdédio anidro, 0,02 g de tartaratooddigl sodio e potassio e 100 mL de
hidréxido de sddio 0,1N; e a solucdo B continhad@de sulfato de cobre, 2 gotas de &cido
sulfdrico em 100 mL de agua destilada. No momemtarflise, as solu¢cdes A e B eram
misturadas na seguinte proporcdo: 50 mL da soldcéal mL da solucéo B, e 3 mL desta
mistura era adicionada, em um tubo de ensaio, d Idanamostra. Agitava-se 0 tubo e
esperava-se por 10 min. ApGs essa etapa, adicimea@g3 mL de Folin-Ciocalteau N/2
(normalidade do reagente diluida a metade) ao debensaio. Agitava-se e esperava-se por
30 min. Desse processo, surgiu uma coloracdo axitlal a reacdo da proteina com o ion
cobre em solucéo alcalina. Para quantificacaazania-se um espectrofotobmetro a 750 nm
para determinacdo de proteinas. Para este métmdwdessaria a construcao prévia de uma

curva-padrao de albumina.

3.8. Quantidade de células

A determinacdo da concentracdo celular resultdateermentacédo em estado solido
foi realizada pelo método espectrofotométrico a B0 pela determinacdo da absorbancia
das células ressuspensas obtidas no processordedextias mesmas do meio sélido. Nesta
metodologia a absorbancia obtida em cada leitureofovertida em massa celular por volume
do meio, pelo uso de uma curva padrdo que relacsor@ncentracdo celular com a

absorbancia a 600 nm.

3.9. Determinagéo da concentracdo dos agucares redres totais (ART)

As concentracfes de ART foram determinadas dedacocom o método do acido
dinitro-3,5-salicilico (DNS) descrito por MILLER 59). O método DNS baseia-se na
reducdo do &cido dinitro-3,5-salicilico a &cidori#0-5-nitrossalicilico a0 mesmo tempo em
que o grupo aldeido do acucar é oxidado a grupmoxdico, com o desenvolvimento da

coloracdo avermelhada, sendo lida espectrofotoraetente (RABELO, 2007).
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Na preparacado da solucdo de DNS, dissolveu-smneratura ambiente, 1 g de &cido
dinitro-3,5-salicilico em 50 mL de agua e acresmerste 20 mL de hidréxido de sédio na
concentracdo 80 g/L (reagente A). Dissolveu-sebé&mm 30 g de tartarato duplo de sodio e
potassio (Sal de Rochelle) em agua até dissolugéd (reagente B). Posteriormente,
adicionou-se o reagente B sobre o A, misturandsais agitacdo constante. Por ultimo,
completou-se o volume para 100 mL.

Para a quantificacdo dos ART, adicionou-se 0,5da& amostras em cada tubo de
Folin-Wu e 1 mL de DNS. Os tubos foram mantidos llanho-maria por 5 minutos para
desenvolvimento da coloragdo avermelhada. Apdstesipo reacional, as amostras foram
resfriadas imediatamente pela imersao dos tubasnemmanho com agua fria. Completou-se o
volume até 12,5 mL com agua destilada, agitararosséubos para homogeneizacdo da
solucéo e efetuaram-se as leituras da absorbamogsgectrofotdmetro a 540nm. Preparou-se
um tubo onde o volume da amostra foi substituidcagoa destilada, sendo chamado de tubo
branco da reacéo, para zerar o espectrofotometro.

Para determinar a concentracdo dos ART em cadadasamostras analisadas, foi

necessaria a construcao de uma curva-padréao dselic

3.10. Determinacao de etanol

As concentracdes de etanol foram determinadasipétiodo de Cromatografia de Alta
Eficiéncia (HPLC), que consiste na particdo dos mammentes de uma mistura entre a fase
movel e a fase estacionaria. A amostra foi dill@aoaagua deionizada, filtrada e injetada no
sistema cromatografico marca Shimadzu modelo LC-20%ominence, coluna
SUPELCOGEL Ca, na qual os componentes séo sepagatiisctados por refracao de luz. A
solucéo de arraste utilizada foi agua deionizddapfde bomba de 0,5 mL/min, temperatura
do forno de 80 °C e volume de injecdo de 20 pLtada foi quantificado a partir de sua

respectiva curva de calibracao, previamente detaiai

3.11. Tratamento estatistico e sintese dos resultsd

Os ensaios foram conduzidos em duplicata sendgogree cada amostra foi feito a
determinacdo das medidas em duplicata, de formaas|uxarras de erro representam o erro

médio associado a média de quatro valores (doisestle cada uma das réplicas).
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Ao final de todos os resultados é feita uma séntea qual todos ensaios sdo
apresentados de forma comparativa que possibligdiaa se cada conjunto de variaveis
testadas influi na producdo de etanol. Esta sirgasentra-se na forma de uma figura que
apresenta os resultados dos seis conjuntos deiraepéns, que sdo: 1) selecdo do tempo de
FES; 2) determinagdo do substrato da FES; 3) detae¢dio da quantidade de sélidos na FES
para enchimento de um reator de 500 mL de volumesetecédo do tempo de FS; 5)
determinacdo do substrato da FS e 6) fermentaclmsliaas sucessivas. A maior
concentracdo de etanol em cada conjunto de expgomeé descrita como sendo um circulo
de &rea maxima chamada de 100 e as demais comd&streom areas proporcionais aos

valores das concentracfes de etanol observadas.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Selecao e identificagcdo do micro-organismo elecdo do meio fermentativo para
fermentacdo em estado solido

Para a selecdo do micro-organismo e do meio featiemt para producdo de

complexo enzimético de celulase, foram testadas dmmposi¢cdes diferentes de meio

liguido nas fermentacdes em estado soélido, confapnesentado na Tabela 4.1, para tempos

de fermentacédo de 24, 48, 72, 94 e 101 horas. visufacbes foram utilizadas em 50 g de

meio solido, conforme descrito no item 3.3.2.1.

Tabela 4.1 — Composicdo do meio liquido adicionzamfermentacdes solidas para escolha

do melhor substrato.

Formulacao

Composicao

Formulacéo 1
Formulacéo 2
Formulacéo 3
Formulacéo 4
Formulacéo 5
Formulacéo 6
Formulacéo 7
Formulacéo 8
Formulacéo 9
Formulacao 10
Formulacéo 11

Formulacao 12

soro 17mL + mineral 17mL + inocuAspergillus niger Fa) 34mL
soro 17mL + mineral 17mL + in6culono do cerrado 23) 34mL
soro 17mL + mineral 17mL + in6culono do cerrado 38) 34mL
soro 17mL + mineral 17mL + inoculon@o do cerrado 42) 34mL
mineral 34mL + inéculdspergillus niger Fa) 34mL
mineral 34mL + inéculo (Fungo do aora3) 34mL
mineral 34mL + inéculo (Fungo do aora8) 34mL
mineral 34mL + indculo (Fungo do aiord?) 34mL
soro 34mL + inéculdspergillus niger Fa) 34mL
soro 34mL + indculo (Fungo do cer2@jo34mL
soro 34mL + indculo (Fungo do ceri@gjo34mL
soro 34mL + inéculo (Fungo do ceré@)o34mL

A atividade enzimatica para cada formulacdo e pzsadiferentes tempos de

fermentacdo é apresentada na Figura 4.1, na quakpda tempo as formulacbes de 1 a 12

seguem na mesma ordem descrita na Tabela 4.1.nrdufagdo que gerou maior atividade
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enziméatica foi a de numero 10 para um tempo 94 femeentacdo. Pode-se notar, entdo, que

a solucao de soro de leite favoreceu a producamuhplexo enzimatico para todos os fungos
atividade enzimatica.

0.7

e o0 fungo do ecossistema do Cerrado de niumeroi23 doe se sobressaiu em relacdo a
0.6
1 Meio: soro+minerais

0.5 + B  Meio: minerais M

Bl Meio: soro
04 ~ — [
0.3 1 [
0.2
oy N N
. (il

—OOTRHOON0GO—N —ORTHOONSOD0—N ~OTHOOS0DO—N (OO0 0OO—N —ONOTRIOM00010—(N
- —rr —rr —rr —rr

Atividade (U/g)

24h 48h 72h 94h 101h

Figura 4.1 — Atividade enzimatica para as doze tbagdes em diferentes tempos.

A identificacdo do micro-organismo selecionado @imlo Cerrado de numero 23) foi
feita no laborat6rio Exame da cidade de Uberlapdia uso de caracteristicas morfolégicas
como sendo &€hrysonilia sitophila. Este é classificado como um fungo decompositersgu
nutre de matéria organica animal ou vegetal modmo pele, folhas e frutas, provocando a
sua decomposicdo. As colonias @brysonilia sitophila sdo brancas e macias, mas logo
desenvolvem uma coloracdo laranja devido a proddedmassas de conidios de cor, que
podem se produzidos em grande profusdo. Este fyugle facilmente tornar-se um
contaminante em laboratorios microbiologicos e ivogepela sua capacidade de crescer bem
em Agar nutriente e meios bacteriologicos seme#fsaf ARRIGAN, 1998).
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4.2. Influéncia do tempo de fermentacdo em estad@lslo na producdo de complexo
enzimatico

Na determinacdo do tempo de fermentacdo em es@idin para a producdo do
complexo enzimético, a formulacdo 10 (34 mL de gidude soro de leite, 34 mL de indculo
de Chrysonilia sitophila) foi utilizada na fermentagdo em estado soélidance0 g de
biomassa composta por: 1/3 de bagaco de cana-dardcdtado, 1/3 de farelo e 1/3 de palha
de arroz. Os tempos da fermentacdo em estado s&iddados foram: 24 h, 36 h, 48 h, 60 h,
72 h,84 he 96 h.

A Figura 4.2 apresenta a quantidade de proteinasxtrato enzimatico, obtida na
fermentacdo em estado solido nos tempos estudRdoe-se observar que a producéo de

proteinas, muitas das quais enzimas, foi maior patade fermentacdo em estado sélido.
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Tempo(h)
Figura 4.2 — Determinacgdo de proteinas para difesgempos de fermentacdo em estado

solido.

Os acucares redutores totais (ART) foram detemioisigpara cada extrato enzimatico.
Os resultados mais satisfatérios foram para as tamsofermentadas em 24 h, 36 h e 72 h,

conforme Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Determinacéo de ART para diferentegptes de fermentacdo em estado solido.

A quantidade de células gerada nos diferentesdsiag fermentacdo em estado solido
pode ser visualizada na Figura 4.4. Pode-se nataregn 72 h de fermentacdo sélida o
crescimento celular foi maior.
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Figura 4.4 — Quantidade de células obtida paraoglexos enzimaticos produzidos em

diferentes tempos.
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A producdo de etanol para os diferentes temposedaehtacdo em estado sélido
estudados é apresentada na Figura 4.5. Pode-svarbgee entre os tempos testados, o de
maior concentracao de etanol foi o de 72 h de fetagéo em estado solido. O fato do tempo
observado neste ensaio ser menor que o tempo dedbservado como o melhor tempo na
producado de celulase no teste anterior, decorf@atdoser um fendmeno complexo, no qual
diferentes enzimas, distintas da celulase, avaiadateste anterior atuarem na produc¢ao de

etanol.

i
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H

-

Etanol{g/L)

24 36 48 60 72 84 96
Tempo(h)

Figura 4.5 — Concentracdo de etanol para diferéategos de fermentacdo em estado sélido.

A comparacgao entre as Figuras 4.2, 4.4 e 4.5 mgs#&as situacdes de maior geragéo
de proteinas, crescimento celular e producdo deleteorreram para 72 h de fermentacéo
sélida. Neste tempo, embora o0 ART observado naiexanzimatico ndo seja maior em 72 h,
conforme mostra a Figura 4.3, tem-se que nestea@RT corresponde a um dos maiores
observados.

Com os resultados descritos acima, conclui-se gu@mplexo enzimatico produzido
em 72 horas de fermentacdo em estado sélido fais satisfatorio, visto que nesse tempo a
concentracdo de etanol foi maior. Este tempo € anajue o encontrado nos trabalhos de

Sukumaran e colaboradores (2009), que conduzirémeentacdo em estado soélido por 96
41



horas na producédo de celulase utilizando o fufrgchoderma reesei e farelo de trigo como
substrato.

4.3. Avaliagdo da biomassa da fermentacdo em estasliido na producédo de complexo
enzimatico

Para 72 h de fermentacdo em estado sdlido, foestadas doze composi¢cdes
diferentes de substrato para a fermentacéo. Fastadias as biomassas de arroz e bagaco de
cana-de-acucar tratado, conforme Tabela 4.2. Tedafermentacdes neste teste foram
conduzidas em erlenmeyers estéaticos de 500 mL ldenep com 50 g de substrato, 34 mL de
solucao de soro de leite em p6 na concentracad @384 mL de indculo.

Tabela 4.2 — Composicéo da biomassa para fermengag@stado solido.

Meio Bagaco de cana tratado Farelo de arroz Palhaatroz
M1 - ¥ ¥
M2 - 1/3 2/3
M3 - 2/3 1/3
M4 Ya 7 -
M5 2/3 1/3 -
M6 1/3 2/3 -
M7 Yo - 7
M8 1/3 - 2/3
M9 2/3 - 1/3
M10 1/3 1/3 1/3
M11 1 - -
M12 - 1 -

A quantidade de proteinas pode ser visualizaddquaa 4.6. Pode-se observar que 0s
meios M6, M7 e M9 se destacam como 0s meios derraimentracdo enzimética, sendo
que o meio M6, composto de 1/3 de bagaco de cataltr e 2/3 de farelo de arroz, foi o que

apresentou o resultado mais satisfatorio, ou sggsta composicdo houve uma maior
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producdo de proteinas, que sdo constituidas polufm® da acdo do fungo no substrato e

enzimas extracelulares produzidas pelo fungo.

co_
—0 —F—
+

© ==
O - 1
= - =
2 -
©
C o~ —
©
8
o]
-
o

Ni

O_

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12

Meio

Figura 4.6 — Determinacgédo de proteinas para ogedifes substratos da FES.

A Figura 4.7 mostra os acUcares redutores totetermiinados nos diferentes
complexos enzimaticos produzidos. Os meios M6, M¥® que apresentaram maior
producdo enzimatica, ndo foram os meios que apersem 0s maiores valores de ART. Os
baixos valores de ART podem ser associados aodtocélulas ativas serem capazes de
produzir enzimas que hidrolisam o meio sélido er@smo tempo, consumir 0s agucares
redutores e outros produtos da hidrdlise.
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Figura 4.7 — Determinagéo de ART para os diferesuestratos da FES.
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A quantidade de células obtida nos complexos eitiins produzidos é apresentada
na Figura 4.8. Pode-se observar que os meios Mdpasto de %2 farelo de arroz e ¥z palha de
arroz; e M2, composto de 1/3 de farelo de arroBal@ palha de arroz, foram os que tiveram
maiores quantidades de células. Tais meios, M1 en§li2 apresentam bagaco de cana tratado
em sua composic¢ao e se destacam no crescimentarcekndo que uma possivel explicagédo
para este destaque refere-se ao uso do amido amtede carbono principal ou o fato do
crescimento, associado a hidrélise de celuloseogrdb, M7 e M9 que possuem bagaco), ser

mais lento pela maior dificuldade de degradacacetldose do que do amido.

Células(g/L)
10

H

I .

M1 M2 M3 M4 M5 ME M7 M8 M9 M10 M11 M12

Meio

Figura 4.8 — Quantidade de células obtida parafesedtes substratos da FES.

A producdo de etanol € apresentada na Figura 4&® @a diferentes substratos
estudados da fermentacdo em estado solido, realerad’2 h. Pode-se notar que o meio M6,
composto de 1/3 de bagaco de cana tratado e Z&ele de arroz, foi 0 que apresentou a
maior concentracdo de etanol, que foi de 5,3 gfbxamadamente. Este resultado é coerente
com a maior concentracdo de proteina observada, gpaiegradacdo da celulose envolve

enzimas que sdo proteinas.
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Figura 4.9 — Concentracéo de etanol para os difssesubstratos da FES.

A comparacdo da concentracdo de etanol obtida gpdfato enzimatico dos meios
M6, M11 e M12 mostra que a combinagéo bagaco de ttatado e farelo de arroz favorece a
producao de etanol, pois 0 uso de bagaco na aaséedarelo, meio M11, gera 5,2 vezes
menos etanol do que observado em M6 e o uso de faaeauséncia de bagaco, meio M12,
gera 2,0 vezes menos etanol que o observado no jinaibtado. Como o objetivo deste
trabalho foi a producéo de etanol, o substratollesitopara as fermentagfes sélidas seguintes
foi o M6, composto de 1/3 de bagaco de cana trata@3 de farelo de arroz, visto que

apresentou maior producédo de etanol.

4.4. Selecéo da quantidade de sélido na fermentag@m estado sélido para enchimento
de um reator

Utilizando o substrato da fermentacdo em estaddoséklecionado na etapa anterior,
meio M6 composto de 1/3 bagaco de cana tratada3 ed@/farelo de arroz e 72 h de
fermentacdo, foi analisada a quantidade de sdlidal ipara um reator de 500 mL de volume
capaz de gerar um complexo enzimatico que favomegaumento da concentracdo de

acucares, possibilitando o aumento da producatadele
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A Tabela 4.3 mostra as quantidades de sélido edtisd@® as respectivas quantidades
de solucdo de soro de leite (concentracdo 60 g/ljdeulo que foram necessarias para

garantir que a fermentacao ocorresse em estadim soli

Tabela 4.3 — Quantidades de sélido estudadas.

Solidos Total de sélido  Solucéo de Inéculo Solucéo de
(9) soro de leite (mL) sais para
(mL) extracdo (mL)
S1 25,0 17,0 17,0 62,5
S2 50,0 34,0 34,0 125,0
S3 75,0 51,0 51,0 187,5
S4 100,0 67,0 67,0 250,0
S5 120,0 80,4 80,4 300,0
S6 140,0 93,8 93,8 350,0
S7 160,0 107,2 107,2 400,0

A quantidade de proteinas é apresentada na Hgl@a A fermentacdo na condicao
de enchimento de solido S7 foi a que apresentoorngaiantidade de proteina presente no

complexo enzimatico, que pode ser considerada tonifaportante na producédo de etanol.
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Solido
Figura 4.10 — Determinacéo de proteinas para gled#s variaveis de soélido na FES.
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A Figura 4.11 mostra os acUcares redutores totafsrrdinados em cada extrato
enzimético. Pode-se notar que o aumento da qudetida solido na FES fez aumentar a
quantidade de ART. A comparacéao entre os teoréddgdeobservados neste experimento e 0s
obtidos no estudo da selecédo de diferentes sutsstdat FES mostra que os resultados séo
coerentes, no sentido de que os maiores valorégkdedeste experimento sdo da ordem de
grandeza de pelo menos 2,0 vezes menor do que esvalle no ensaio de selecdo de

substrato.
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Sélido

Figura 4.11 — Determinacédo de ART para quantidadeaveis de solido na FES.

A Figura 4.12 mostra a quantidade de células mht@da para cada extrato

enzimético. O meio S7 foi o que se destacou nsguefere ao maior crescimento celular.
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Figura 4.12 — Quantidade de células obtida paratglaales variaveis de solido na FES.

A Figura 4.13 apresenta a concentracdo de etatiolaohas fermentac6es alcodlicas,
nas quais foram utilizados os complexos enzimatwoduzidos com quantidades variaveis
de solido na fermentacédo em estado solido. A ntaincentracdo de etanol observada em S7
€ coerente com a maior concentracdo de proteinaext@to enzimatico, e como a
concentracdo de etanol € maior que a obtida ng&setio meio, tem-se que este experimento
pode ser satisfatorio no que se refere ao propdsitaelhorar a producéo de etanol.
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Figura 4.13 — Concentracéo de etanol para quamideatidveis de solido na FES.

De acordo com os resultados acima, a quantidadé6@eg de sélido na FES,
caracterizada por S7, para producdo de complexanatico foi a que apresentou 0s
resultados mais satisfatorios, especialmente emotemde concentracdo de etanol, que € o
foco deste trabalho.

As melhores condi¢cdes encontradas para a fern@ntaqn estado solido foram,
portanto, tempo de fermentagédo de 72 h, biomassgpasia por 1/3 de bagaco de cana
tratado (mistura em igual volume de bagaco de tatado com alta e baixa severidades) e
2/3 de farelo de arroz, 160 g de biomassa pararaeato de um reator de 500 mL de volume
(Figura 4.14).

FES

Biomassa:

Tempo de Quantidade de
fermentagdo: 72 1/3 bagaco de cana biomassa:
. tratado + 2/3 de

farelo de arroz e

Figura 4.14 — Descricdo das melhores condicOeswnactas para a FES.
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4.5. FermentacOes alcoodlicas em diferentes tempos

As fermentacdes alcodlicas iniciais deste trab&tinam conduzidas por 48 h. Novos
testes foram feitos para confirmar se o tempo deh43a o0 mais satisfatorio para este
trabalho.

A Figura 4.15 apresenta a producao de etanol eenedifes tempos de fermentagao
alcodlica na melhor condicdo da FES. Pode-se ofwsejue o aumento do tempo da
fermentacdo submersa de 48h para 72h ndo gerowmaelb processo. Os resultados desta
figura também sugerem q@hrysonilia sitophila se destaca na hidrdlise por gerar tempos de
fermentacdes alcodlicas menores que os encontraldigeratura, como, por exemplo, o
tempo de 72 h nos trabalhos de Xu e colaborad@afdd | no estudo de producao de etanol de
sorgo, e o tempo de 192 h com o uso de enzima cahercelulose de papel (ISLAM et al.,
2013).

Etanol(g/L)

24 48 72

Tempo (h)

Figura 4.15 — Concentracéo de etanol para difesg¢atepos de fermentacao alcoolica.
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4.6. Efeito do teor de bagaco de cana utilizado fiermentacdo submersa na producéo de
etanol

A Tabela 4.4 mostra a composicdo de cada subsestiocdado na fermentacéo
alcoolica. Os ensaios foram realizados por 48h etendntacdo, utilizando o complexo
enzimético produzido na FES nas condi¢des otintasgacitadas.

Tabela 4.4 — Composicéo de cada substrato utilimadermentacédo alcodlica.

Substrato Bagaco de Bagacode % de bagaco  Quantidade
canatratado canain natura tratado no total de sélido

(9) (9) total de (g de solido)
solido
A 12,0 8,0 60,0 20,0
B 16,0 4,0 80,0 20,0
C 20,0 - 100,0 20,0
D 14,4 9,6 60,0 24,0
E 19,2 4,8 80,0 24,0
F 21,0 4,0 84,0 25,0
G 16,8 11,2 60,0 28,0
H 22,4 5,6 80,0 28,0
| 28,0 - 100,0 28,0
J 26,0 4,0 86,7 30,0

A Figura 4.16 apresenta a producao de etanolgsadiferentes proporcoes de bagaco
utilizadas na fermentagédo alcoodlica. O ensaio Hnpmsto por 22,4 g de bagagco de cana
tratado e 5,6 g de bagaco de canmatura, totalizando 28 g de sdlido, foi 0 que apresentou
maior concentracdo de etanol, 6,5 g/L aproximad&nex comparacao entre os diferentes
ensaios G, H e | mostra que a adicao de bagacargarcnatura favoreceu a producao de
etanol, porém o excesso do mesmo reduz a prodBe&a.menores concentragdes de solido,
meio mais diluido (meios A, B e C) ndo foi observasdte efeito. Uma possivel explicacao
seria a atuacdo do bagaigo natura que s favorece o processo quando had uma maior
interacao entre este e o bagaco tratado.
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Figura 4.16 — Concentracdo de etanol para teorbagheco variaveis na fermentacao

submersa.

As melhores condi¢cdes encontradas para a fermencadlica foram, portanto,
tempo de fermentacdo de 48 h e substrato compostd2¥4 g de bagaco de cana tratado e
5,6 g de bagaco de cama natura (Figura 4.17). A quantidade de substrato da melhor
condicéo (280 g/L de soélido umido ou 196 g/L dededkeco) sdo semelhantes as condi¢cdes
otimizadas usadas nos trabalhos de Lever e coldtv@s (2010, 2012), que trabalharam com
palha de trigo e 200 g/L de material seco no eréym@m

Fermentac3o alcoodlica

|

Tempo de fermentacao: Substrato:

48 horas 22,4 g bagaco de cana tratado
+ 5,6 g bagaco in natura

Figura 4.17 — Descricdo das melhores condicbesmactas para a fermentagéo alcoolica.
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4.7. Fermentacdes alcoolicas sucessivas

Quatro fermentacdes alcodlicas sucessivas foramuzaias nas melhores condigdes
da FES (160 g de 1/3 de bagaco de cana tratad@ de2farelo de arroz, por 72 h de
fermentacdo) e nas melhores condi¢cdes da fermentdcédlica (22,4 g de bagaco de cana
tratado, 5,6 g de bagaco de camaatura, por 48 h de fermentacdo). A Figura 4.18 mostra os
resultados obtidos em cada fermentacdo alcodlisavadres sugerem que as fermentagfes
sucessivas melhoram a producdo de etanol. A pbdade da hidrolise enzimatica gerar
metabolitos, que se acumulam durante as fermerstagg@iesecutivas, com a capacidade de
inibir a producdo de etanol ndo foi observada pgratro fermentacbes sucessivas. A
concentracéo final de 16,7 g/L encontrada mostatencial do fungo e da metodologia de

sucessivas fermentacdes, que ainda pode ser afimiza

o
™

15

Etanol(g/L)
10

FS1 FS2 FS3 FS4

Fermentacdes

Figura 4.18 — Evolucéo da concentracdo de etan@uatio fermentacdes alcoodlicas

sucessivas.

4.8. Sintese da discussao das diferentes fermentag@lcodlicas

A Figura 4.19 apresenta valores relativos que e@vamp os melhores resultados de
cada conjunto de ensaios com os resultados do megpaimento, na qual é atribuido o

valor 100 ao maior valor de concentracdo de etamotada experimento. Pela figura pode-se
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observar que houve um progressivo aumento na cvacén de etanol associado a cada novo
estudo, ou seja, todas variaveis testadas (temp&8ameios da FES, variacdo de sélidos no
erlenmeyer da FES, tempo da FS, meios da FS ertag@®s alcodlicas sucessivas) foram
significativas na producdo de etanol e compreensdprocesso, conforme ja descrito nas
diferentes etapas.

Fermentagdes sucessivas

Melhor : FS4 {caso 4 - 16,7 g/L}

Etanol

Variagdo meio da FS
Melhor : H (caso 8- 6,5 g/L)

Variacdo tempo FS ‘
Melhor : 48h (caso 2 - 6,1 g/L} ° .

40
60

80

w
<]
[ 100
©
E
Variagao solidos em FES o
o -
Melhor : 160g {caso 7 — 5,8 g/L} b . . ® . . . . Exp
Exp 1
Exp 2
Variagao do meio de FES
. * Exp3
Melhor meio: M6 {caso 6 - 5,3 g/L)
* Exp4d
* Expb
Variagao do tempo de FES ) Exp 6

Melhor tempo: 72h (caso 5-4,8 g/L
Tratamentos

Figura 4.19 — Sequéncia dos diferentes ensaiosroehtacdo alcodlica.

As concentracbes de etanol obtidas no ultimo exmmerio desta dissertacdo sao
compativeis com a literatura; a concentracdo deoktamaxima obtida neste trabalho (16,7
g/L) foi de 2,78 vezes maior do que a concentraddocetanol encontrada por Lever e
colaboradores (2010) na fermentacdo em batelades Bstores, porém, descobriram que a
concentracdo de etanol aumentou de 6 g/L paralfjugindo alimentavam um erlenmeyer
funcionando como um erlenmeyer batelada alimentadme sugere que os resultados ainda

podem ser otimizados.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

Os resultados indicaram a potencialidade do empdegiungoChrysonilia sitophila,

encontrado no ecossistema do cerrado, para dedmadkr celulose, por fermentacdo em

estado solido, dos residuos agroindustriais, conhagaco de cana e o farelo de arroz, os

quais tém baixo custo e sdo abundantes. Péde-skicaue:

o fungo Chrysonilia sitophila € um micro-organismo promissor para a producdo de
complexo enzimatico por ser capaz de degradamtosel

a fermentacdo em estado sélido apresentou boritadessiquando esta era conduzida
por 72h e tinha como substrato bagaco de canaldratdarelo de arroz na proporcao
de 1/3 e 2/3 respectivamente;

a quantidade de sélido que o reator continha inflices nos resultados, de modo que
160 g de solido foi a melhor quantidade para a ygad de complexo enzimatico

capaz de degradar a celulose e aumentar a prodecétanol em um reator de 500

mL de volume na fermentacdo em estado sélido;

a selecdo do substrato da fermentacédo alcodlicaniportante para se aumentar a

producao de etanol,

o tempo de 48h de fermentacao alcodlica foi o satisfatorio;

qguatro fermentacdes sucessivas aumentaram a poodagdanol,

a segquéncia de experimentos realizada foi bem ®lagedois mostrou caminhos

promissores para a producéo de etanol de segunalgige
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CAPITULO 6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Alguns aspectos deste trabalho merecem maior iga€éb:

estudo mais detalhado sobre as fermentacdes alasd@ucessivas para aperfeicoar o

processo, como o uso de alimentacdo em processademtlimentada;

estudo mais especifico sobre o fur@wysonilia sitophila;

estudo da combinacao de processos quimicos e dimmaa hidrolise.
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APENDICE 1

A colecéo de fungos do Cerrado do Nucleo de EngenBaquimica (NUCBIO) da
Faculdade de Engenharia Quimica/UFU é compostd @®rfungos. A coleta destes micro-
organismos foi feita em novembro de 2010 (periddosaso), em alguns locais da regido do
Triangulo Mineiro. Amostras de frutos e fragmenties cascas de material proveniente do
ecossistema do Cerrado foram coletadas e coloeadascos plasticos esterilizados, os quais
foram imediatamente transportados para o labocatde Engenharia Bioquimica da
Faculdade de Engenharia Quimica/UFU.

As cepas foram inoculadas, transferindo-se fragosetid micro-organismo presente
no material coletado para placas de petri conteneio Czapek previamente esterilizado, de
composicao de acordo com DSMZ (200®kpos inoculacdo foram incubadas em estufa (25

+ 1°C) por 5 dias para o crescimento.
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