Universidade Federal de Uberlandia

Faculdade de Engenharia Quimica r
Programa de Pés-Graduacao em Engenharia Quimica }

Prospeccao de biomassas lignocelulésicas para
co-producio de etanol de segunda geracao e biossurfactante

empregando processos quimicos e enzimaticos

Veronica dos Santos Lopes

Uberlandia — MG
2017



Universidade Federal de Uberlandia

Faculdade de Engenharia Quimica r
Programa de Pés-Graduacao em Engenharia Quimica }

Prospeccao de biomassas lignocelulésicas para
co-producio de etanol de segunda geracao e biossurfactante

empregando processos quimicos e enzimaticos

Veronica dos Santos Lopes

Orientador: Prof. Dr. Ubirajara Coutinho Filho (UFU)
Co-orientadora: Prof®. Dr®. Vicelma Luiz Cardoso (UFU)

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Uberldndia como parte
dos requisitos necessarios para obtencdo do titulo
de Doutor em Engenharia Quimica, area de
concentracdo em Pesquisa e Desenvolvimento de

Processos Quimicos

Uberlandia — MG
2017



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

L864p
2017

Lopes, Verdnica dos Santos, 1988-

Prospec¢do de biomassas lignoceluldsicas para co-producdo de
etanol de segunda geracdo e biossurfactante empregando processos
quimicos e enzimaticos / Verdnica dos Santos Lopes. - 2017.

108 f. @ il.

Orientador: Ubirajara Coutinho Filho.

Coorientadora: Vicelma Luiz Cardoso.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Programa
de P6s-Graduaciao em Engenharia Quimica.

Inclui bibliografia.

1. Engenharia quimica - Teses. 2. Alcool - Teses. 3. Fermentagio -
Teses. 4. Bagaco de cana - Teses. I. Coutinho Filho, Ubirajara. II.
Cardoso, Vicelma Luiz. III. Universidade Federal de Uberlandia.
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Quimica. IV. Titulo.

CDU: 66.0




TESE DE DOUTORADO SUBMETIDA AO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA COMO
PARTE DOS REQUISITOS NECESSARIOS PARA OBTENCAO DO TITULO DE
DOUTOR EM ENGENHARIA QUIMICA, EM 13 DE FEVEREIRO DE 2017.

BANCA EXAMINADORA.:

N R IR

Prof. Dr. Ubirajara Coutinho Filho
Orientador (FEQ/UFU) .

@ ‘r\Q\Qx,S;/

Prof’. Dr*. Vicelma Luiz Cardoso
Co-orientadora (FEQ/UFU)

e Lo v Br

“ Prof’. Dr*. Fabiana Regina Xavier Batista
(FEQ/UFU)

!((f i i b’( JAOA

Prof’. Dr. Claudiia"Maria Tomés Melo
(IFTM — Campus Uberlandia)

= PrefDr. Edgar Silveira Campos
(INGEB/UFU)

' Prof. Dr. Rafael Bruno Vieira
(DEQ/UFPR)




DEDICATORIA

Dedico esta tese aos meus queridos pais Carlos e Elenice e a minha irmd Viviane,
que sdo as pessoas mais importantes da minha vida.
Sem vocés ndo teria chegado até aqui!



AGRADECIMENTOS

Para a conclusdo deste trabalho, muitas pessoas especiais contribuiram para que mais
esta etapa de minha vida se concretizasse com éxito. Por isso, gostaria de fazer um singelo
agradecimento:

A Deus por ter me dado esta oportunidade e por sempre iluminar o meu caminho.

Aos meus pais pelo amor, carinho e educagdo a mim dedicados, pelos preciosos
conselhos, por sempre me apoiarem e por tudo que fazem e fizeram por mim; a minha irma
Viviane por ser tdo querida e torcer pela minha felicidade sempre. Amo muito vocés!

A minha madrinha Eunice (in memoriam) e a minha avé Maria (in memoriam), que
sempre foram meu incentivo para seguir em frente e lutar pelos meus sonhos. Elas partiram
durante essa jornada, mas permaneceriao para sempre em meu coragao.

Ao meu namorado Gilberto Junior pelo amor, dedicacdo, companheirismo e paciéncia.
Obrigada por sempre acreditar em meu potencial e me ajudar em tudo que preciso.

Ao meu orientador Ubirajara Coutinho Filho, que me acompanha desde os primeiros
anos de graduacio, contribuindo para minha formacio profissional e pessoal. E uma pessoa
que tenho admiracdo pela sua competéncia, simplicidade e paciéncia, e por isso serei
eternamente grata pela sua orientacio durante todos esses anos.

A professora Vicelma Luiz Cardoso pela co-orientacio, pelos valiosos ensinamentos
transmitidos, pela paciéncia, confian¢a e dedicacdo, e por ser fundamental na concretizagdo
deste trabalho.

A todos os professores e funcionarios da FEQUI que muito contribuiram para minha
formacdo académica.

Aos alunos de iniciacdo cientifica Carina e Henrique que me acompanharam por um
periodo curto, mas que foi de extrema importancia para a execu¢do deste trabalho. Obrigada
pelo empenho e dedicagdo de vocés.

A todos os colegas de laboratério pela troca de experiéncias, solidariedade e
colaboracdo nos experimentos, e pelos preciosos momentos de convivéncia durante todos
€sses anos.

As minhas amigas Fernanda Leal, Marina Garcia, Taciana Soares e Tais Abrantes pela
amizade sincera, carinho, ajuda e conselhos nos momentos de angustia.

Aos membros da banca examinadora por terem aceitado o convite e contribuirem com

o enriquecimento do trabalho.



A FAPEMIG pela concessdao da bolsa e aos demais 6rgdos de fomento, CAPES e
CNPq, pelo apoio financeiro e suporte para participagdo em eventos cientificos.

Ao Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), que gentilmente forneceu o bagaco de
cana-de-acucar utilizado neste trabalho.

Ao Programa de Pos-graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia pela oportunidade concedida.

As demais pessoas que colaboraram, direta e indiretamente, para a conclusdo de mais
esta etapa em minha vida.

A minha eterna gratidao!



"Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
ndo € sendo uma gota de dgua ho mar.

Mas o mar seria menor se |lhe faltasse uma gota”

Madre Teresa de Calcuta



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt sttt 1
LISTA DE TABELAS ...ttt st ettt s 11
LISTA DE QUADROS ...ttt ettt ettt et s e e A%
RESUMO ...t ettt e b e et e bt e e it e s bt e e bt e s bt e eabeesabesbeenaaeeas vi
ABSTRACT ..ottt ettt e b e st e st e et esb e et e e sabeeabeesbaeebeens vii
CAPITULO 1 - INTRODUGCAO. ...t 1
CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ........crvummreirreereeeinsessesessessssssssssessssesesseees 3
2.1. Biomassas celuldsicas e derivados destinados a fermentacao .........cccceeeeeeeciiiiieeeeeeeenn, 3
2.2, BIOTTEIINATIAS ...eeeutieeiiieeiiee ettt ettt ettt ettt e et e e st e e sab e e sbbe e s bt e sbbeesenseesnneenas 9
2.2.1. Produgao de etanol de segunda Zeracao.........oocueeeruieeniieeriiieeniieenieeenieeeniee s 10
2.2.1.1. Pré-tratamento de biomassas 1ignocelulOsicas ..........cceevuveerciieenciiennieennneennnen. 11
2.2.1.2. HidroliS€ @NZIMALICA .....ceouviiriieriieeiieeiieeite ettt ettt ettt 14
2.2.1.3. Fermentacao alCOOLICA .......c.uvvveeiiiiiiieiiiiiieeeee et e ee e 16
2.2.1.4. Historico do E2G no Brasil ........coceeiiiiiiiiiiiiiiiceceeeeceeeeee e 17

2.2.3. Surfactantes € BioSSurfactantes..........ccoceeveeriieiienieinienieieeieeeeee e 18
2.2.3.1. Tipos de bioSSUITaCtantes. .......cocueerureerierierieeieeie et 19
2.2.3.2. GHCONIPIAEOS. ...coveiiiieiieeiieieee ettt 21
2.2.3.3. Propriedades gerais e aplicagdes dos biossurfactantes ............cceceeveerveeneennee. 23
2.2.3.4. Produc@o de biosSurfactantes ............cccceeeeeveeeeeriiiieeesiiieeeeesieeeeesieeeeeenneeeenns 24

2.3. Associacao de redes neurais € métodos heuristicos na obtencao de condi¢des 6timas de

(S80S 1172 ToF: 1o NP 25
CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS.........cooviiuioieeeeeeeeeeeeeeseeeeee e 28
3.1, MICTOTZANISINIOS «.vveeiuvrieeiiieeeiieeetteesieeesteeensseeessseeesseeasseesssseesseeessseesssseesssseesnsseesnsseesns 28
3.2, BIOIMASSAS «..veeueieiiieiteeit ettt ettt sttt e b e sttt et b e et b e et e e st e e naee e 30
3.3. Metodologia eXperimental ............ccccueeeriieeiiieeiiieeieeeiteeeireeeieeeeteeesbeeeebeeesareesnabeeens 31

3.3.1. FermMentaCOECS. ......uuvviiiieieeeeeieiiiiee e e e e e eectte e e e e e e e eetaaraeeeeeeeeesaesasaaeeeaeesesannsssranaaaaens 31



3.3.1.1. Fermentacdo em estado sOlido (FES) .........cooooiiimiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 32
3.3.1.2. Fermentagdo submersa (FS) para producdo de etanol e biossurfactante.......... 33

3.3.2. Avaliagdo da producao simultanea de biossurfactante e etanol de P. aeruginosa e S.

COVOVISTAC ..o eeee e e et e e e e et e s e e e ae s e e eaae s e e e ee s e e eaaeseeaaeseeaaaeseeaaaesesannaasanes 33

3.3.3. Avaliac¢do da produc¢do simultinea de biossurfactante e etanol de C. glaebosa e S.

COTOVISTAC ...ttt ettt et e e et e a e e et e bt e e ab e e bt e et e e ebeeeabeesbbeeabeesaaeeane 36
3.3.4. Avaliagao da producao de biossurfactante em FES utilizando A. niger ................. 36
3.3.5. Producio de etanol e biossurfactante com casca de arroz tratada........................... 37
3.3.6 Producio de etanol e biossurfactante com diferentes biomassas tratadas................ 39
3.3.7. Avaliagdo da producao de biossurfactante a partir de acido levulinico.................. 40

3.3.8. Avaliac@o da hidrdlise enzimética separada da fermentacdo alcodlica para

ProduCAO e ELANOL ....eeeiiiiiiiiieiie ettt et et e e et e st eeaeees 42
3.3.9. Estudo da concentracdo do extrato enzimatico bruto para producdo de etanol ...... 42

3.3.10. Avaliacao do efeito da composi¢cdo do meio da fermentacdo em estado sélido na

Produc@o de taNO] .........ooiiiiiiiiiiiiieeeee e 43

3.4, MEtOA0S ANAITLICOS ..eeeueviieeeiiiie e et e ettt et e e e et e e e e st e e s eeaaeeeeesnsaeeeesnnsaeeeennssaeeeanns 45
3.4.1. Concentracdo de aguicares € €tanol..........ccveeeeeeeeiiiiiiireeieeeeeeeeiiireeeeeeeeeeennrreeeeeeees 45
3.4.2. Tensa0 SUPETTICIAL .....ccccuviiiiiiiiiiiieeiieeee ettt e st ee s ea 45
3.4.3. Indice de eMUISIICACAD ... ..vuuveveeerrierrieeriseeiseeis et 45
3.4.4. Concentracdo de bioSSUITACIANLE .........ccccvvvvreeiieieiiiieieeeee e eeeeerree e 46
3.4.5. ConcentraCao de TAMINOSE ......uvveeeieeeeiiiiiirreeeeeeeeeeiritrrreeeeeeeeensiarrreesseeeeeennrrrereeeees 46
3.4.6. Caracterizacdo do bagaco apOs fermentacao..........cceeeeveeerveeerieeenieeenieeenveeeneeeens 46
3.4.77 ConcentraCao CEIULAT ..........coovuiviiiiii i e et ee e 47
CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO .......ooimioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48

4.1. Producdo simultanea de etanol e biossurfactante com S. cerevisiae e P. aeruginosa ...48
4.2. Producdo simultianea de biossurfactante e etanol de C. glaebosa e S. cerevisiae.......... 54

4.3. Producdo de biossurfactante em FES de A. niger..........coccevviiiiiiiiniiiiiiiieeeiee 55



4.3.1. Avaliacdo da producdo de biossurfactante em FES de A. niger e uso do extrato

enzimatico gerado para producdo de etanol em bagago de cana..........ccoeceeeevieernieennnene 58
4.4. Producao de etanol e biossurfactante com casca de arroz tratada ...............cceeeuvveeeen.... 60
4.5. Producao de etanol e biossurfactante com diferentes biomassas tratadas ..................... 62
4.6. Producao de biossurfactante a partir de 4cido 1evuliniCo........cccceevvvereieeeniieeniiecieeenee, 66
4.7. Avaliacao da hidrdlise enzimética separada da fermentacao alcodlica ......................... 68
4.8. Avaliacao da concentracdo do EEB ..........cccooooiiiiiiiiiiee e 72

4.9. Avaliacdo do efeito da composi¢do do meio da fermentagdo em estado solido na

PrOAUCAO dE ELANOL ....ceiiiieiiiiieiiee ettt ettt et e et ee s e s bt eseabeeearee e 74
CAPITULO 5 - CONCLUSOES ........ooomoeeeeeeeeeeeeeeeeeees e aes s 77
CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......coovvvimieeeieeeerrnen, 79
CAPITULO 7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooviieveeeeeeeeeeeeeeeeeseesees e 80

CAPITULO 8 = APENDICE ..o s e ees s e s e s s esesenene 87



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 — Ilustrag@o esquemdtica da estrutura da lignocelulose ...........ccoceereieiieenicnniiennenne. 4
Figura 2.2 — Produg¢do de AL a partir de biomassa lignoceluldsica .........ccevueerieeiieenieniiienneene 8
Figura 2.3 — Esquema ilustrativo de uma biorrefinaria .........c..cccceevvevieniniinienenncnicnieieneene. 9

Figura 2.4 — Diagrama do processo de produ¢do de E2G a partir de bagaco de cana-de-acucar

Figura 2.5 — Esquema dos efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura lignocelulosica........... 12

Figura 2.6 — Estruturas dos raminolipideos dos tipos I (A) e II (B) de Pseudomonas

ACTUZGITIOS «.eeeeeeeesee et ete e et e e et e e et e e at e e e ateeaabeeensbeeansseeassbeesssteenasteesabeeenaseeensbeesnnseennnes 22
Figura 2.7 — Estrutura de um soforolipideo de Torulopsis bombicola..........................ccc....... 22
Figura 2.8 — Rede neural artificial ...........cooouoiiiiiiiiiiiiiieceecee e 26
Figura 3.1 — Fluxograma ilustrativo das etapas desenvolvidas neste trabalho. ........................ 28

Figura 3.2 — Imagem ilustrativa das biomassas bagaco de cana, casca de arroz, sabugo de

milho e sorgo biomassa, tratadas com H2SO4 diluido........coooviiiiiiiiniiiiniiiiiiiiecee 30

Figura 3.3 — Imagem ilustrativa das biomassas bagaco de cana explodido (a), farelo de arroz

(b), sabugo de milho (c) e farelo de trigo (d)......ccceeerveeeriiiieriiieeiieeeeeee e e 31

Figura 3.4 — Extratos enzimaticos brutos (EEB) gerados com extracdo simples (S, item a),

dupla extracdo (D, item b) e tripla extrac@o (T, 1tem C). ....ccovuviiriiiiiriiiiiniieirieeeeeee e 34

Figura 3.5 — Reatores conicos utilizados para fermentacdo submersa com bagaco de cana
explodido e biomassas tratadas com H>SO4 2% — bagaco de cana, casca de arroz, sorgo

biomassa e sabugo de milho triturado, respectivamente. ............cccveeeeueeerieeeniieeenieeenieeenneens 39
Figura 3.6 — Método de extragdo de enzima utilizando as combinacdes de meios sélidos......44

Figura 4.1 — Variagdes de banda nos espectros FTIR de bagaco de cana explodido

1 (5000 1=) 017 16 [0 FUUURRUN TSRO SO RSOSSN SOPP PR USPPPRRRRINt 50

Figura 4.2 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimaticos E6 e E7 na co-

fermentagdo para concentracdes de etanol. ............cooviieiiiiiiiiiiiniieee e 52



il

Figura 4.3 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enziméticos E6 e E7 na co-

fermentacdo para concentracdes de raminolipide0. ........ccueivuiiiriiiiiriiiiiniiieerieeee e 52

Figura 4.4 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enziméticos E6 e E7 na co-

fermentagao para tensao SUPETTICIAL .......cceieiiiieiiieeriie e 53

Figura 4.5 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimiticos E6 e E7 na co-

fermentacdo para indice de emulsSifiCaCA0. .......eeerueieiiiiiiiiiiieiceeeee e 54

Figura 4.6 — Concentracdo de biossurfactante para as fermentagdes s6lidas FES A, FES B,

FES C @ FES D .ot st 56

Figura 4.7 — Indice de emulsificacio em querosene para as fermentacdes sélidas FES A, FES

B, FES C € FES D oottt e e s 57

Figura 4.9 — Concentracdo de etanol para 24 e 48 horas de fermentacdo alcodlica utilizando os
EEB obtidos em diferentes tempos de FES A, constituida por bagaco de cana explodido e

FATELO A€ AITOZ. ..ottt e e e e e ettt e e e e s e e e e etaa e eseseeeraaanaeneeas 59

Figura 4.10 — Concentracio de etanol para 24 e 48 horas de fermenta¢do alcodlica utilizando
os EEB obtidos em diferentes tempos de FES B, constituida por farelo de trigo e farelo de

21y (o /7P PRPRRPPT 60

Figura 4.11 — Resultados do teste preliminar com glicose e acido levulinico para crescimento

celular € concentracao de TAMIIOSE. .....vvveeeeeeieiiiirreeeeeeeeeeerirrereeeeeeeeeeitrrreeeeeeeeeenssraereeeseeesnnnns 67
Figura 4.12 — Resultados da rede neural com 10 neurdnios na camada oculta. ....................... 67

Figura 4.13 — Concentracao dos acticares presentes no extrato enzimatico bruto ap6ds hidrdlise

enzimatica separada de 18 horas a 40°C. ........oioiiieiiieeiieeeeee e 72

Figura 4.14 — Concentracdo de etanol para 48 horas de fermentagdo alcodlica utilizando EEB

sem concentrar € 0S EEB CONCENtrados. ..........covviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeiiceeiteete e 73
Figura 4.15 — Concentragdo de etanol empregando apenas um meio sOlido........c..ccceveeuneeneee. 74

Figura 4.16 — Concentracdo de etanol empregando as diferentes combinacOes de meios

SOLIAOS. ettt et e e e e e et eae s e e e e et eae e e e e e et e e —————aeaeeteaaa———————————tonnn——— 75

Figura 8.1 — Curva de calibracio para concentrago de raminose ............ceeerveerrveersveeenveenns 87



il

LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 — Composi¢cdo de biomassas lignoceluldsicas representativas ............c.eeeeeeeerveenne 5
Tabela 2.2 — Principais produtos alimentares e residuos/subprodutos de processamento.......... 6
Tabela 3.1 — Composica0 do meio PDA .......ccooiiiiiiiiiiiiee e 29

Tabela 3.2 — Composi¢do do meio de cultura para manuten¢do da Pseudomonas aeruginosa29
Tabela 3.3 — Composi¢do do meio de cultura para manuten¢do da Candida glaebosa........... 30

Tabela 3.4 —IMEI0S A FES ... oot e e e ettt areeeseseeetesaaraeseseeenanes 34

casca de arroz para as fermentacoes SUDMErSas .......cccueevviviieiiiiniiieeniieeniie e 38
Tabela 3.8 — Delineamento Composto Central..........cccueeeuieeriiiiiniiieiniiieeniee e 41
Tabela 3.9 — Composi¢cao dos meios sélidos na FES ... 43
Tabela 3.10 — Extratos enzimaticos obtidos das combinacdes das FES............ccccccovvvnvnennn... 44

Tabela 4.1 — Concentracdes de etanol e raminolipideo para fermentacdo com os extratos

ENZIMATICOS 1 A B3 oo e e e e e e e e e e eenaaneees 49

Tabela 4.2 — Concentragdes de etanol, raminolipideo, recuperagdo do bagaco e poder

CALOTTTICO et et e e e e e e e e e e e e e e e e eae e e e e e e e eeaanaees 51

Tabela 4.3 — Concentragdes de etanol e biossurfactante e IE para 48 horas de fermentacao

com S. cerevisiae € C. GIACDOSA ............ccccueeecueeeiiieeiieeesiee et et ee e eaee e vee e e sesee s 55
Tabela 4.4 — Producio de etanol e biossurfactante com casca de arroz .........ccce.eeeeeeevvvvveenenn... 61

Tabela 4.5 — Produgao de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes

biomassas com EEB de FES A”™ de 72 NOTAS. .....vvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e e e ees e ees e e eeeesesesens 63

Tabela 4.6 — Produgdo de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes

biomassas com EEB de FES A de 96 NOTAS. ....veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeseeseeseeeseeseesenens 64

Tabela 4.7 — Produg@o de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes

biomassas com EEB de FES B™ de 72 NOTAS. ...eveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeseeeeesessesseeseeseeenens 65



v

Tabela 4.8 — Produgdo de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes

biomassas com EEB de FES B” de 96 hOTas. ........c.oeveueeueeoieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeneneeeeas 66
Tabela 4.9 — Resultados da otimizagdo da producao de raminose. ...........cceeevveeerveerneeernneenn. 68

Tabela 4.10 — Concentragao dos agticares e etanol apds hidrélise de 6 h a 30 °C em diferentes

pH e apds 48 h de fermentagao alCOOIICA. ....eovuviiiiiiiiiiiiiiiieiee e 69

Tabela 4.11 — Concentragdo dos agticares e etanol apds hidrélise em pH 4,0 a 30 °C em

diferentes tempos e apds 48 h de fermentacao alcoOOliCa. .....c..eeeviiieriiiiniiiiiiieeieeee e 70

Tabela 4.12 — Concentragdo dos actcares e etanol ap6s hidrolise de 18 h em pH 4,0 em

diferentes temperaturas e apds 48 horas de fermentagao alcodlica. ........c.ceevevvevrieevnieerneennnne. 71

Tabela 4.13 — Comparacdo da hidrélise e fermentacio alcodlica simultdneas com a hidrélise

enzimatica separada da fermentacdo alCoOOlICA. .......coouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 71

Tabela 8.1 — Leitura no espectrofotometro das absorbancias para constru¢do da curva de

CAlIDIACAO A€ TAIMIIIOSE. ...vvvvvreiieeieeieiiirieeeeeeeeeeeeirrreeeeeeeeeeeitrrereeeeeeeeesestssreeeeeeeeeesirsrereeeseeesnnns 87



LISTA DE QUADROS

Quadro 2.1 — Exemplo de métodos de pré-tratamento mais utilizados .........c.ccceeveeerveereneennne. 13
Quadro 2.2 — Microrganismos produtores de celulase e método de produco............cccceeneeen. 16
Quadro 2.3 — Principais tipos de biossurfactantes e microrgansimos produtores .................... 20

Quadro 2.4 — Funcdes dos biossurfactantes € suas apliCagoes ........eevvveereureerveeerveeerveennveennnns 24



vi

RESUMO

O esgotamento do petréleo, mudangas climiticas e questdes ambientais aumentaram o
interesse no uso de fontes alternativas e renovaveis para producdo de energia e produtos que
sejam menos poluentes que os produtos de origem petroquimica. A conversdao da biomassa
em especialidades quimicas e combustiveis tem sido o foco da industria e dos pesquisadores
na dltima década, para que assim se possa minimizar a geracdo de residuos agroindustriais,
desenvolver tecnologias ambientalmente eficazes e ampliar a producdo de compostos gerados
a partir de rotas sustentdveis. Neste contexto, o reaproveitamento de biomassas
lignoceluldsicas para producdo de etanol e biossurfactantes representa uma forma de reduzir a
poluicdo ambiental e ampliar a produg¢do de compostos gerados a partir de rotas sustentaveis.
Na presente tese, avaliou-se a producdo de diferentes extratos enzimaticos brutos (EEB)
gerados em fermentagdo em estado sdlido (FES), utilizando o fungo Aspergillus niger. Os
EEBs produzidos foram utilizados para produ¢do simultanea de etanol e biossurfactante em
co-fermentacdo na presenca da levedura Saccharomyces cerevisiae e da bactéria
Pseudomonas aeruginosa. O EEB que gerou maiores concentracdes de etanol (8,4 g/L) e
biossurfactante (9,1 g/L) foi obtido a partir da extragdo de duas FES, constituida por bagaco
de cana explodido e farelo de arroz. Este EEB foi também utilizado para producio de etanol e
biossurfactante em fermentagdo submersa com bagago de cana explodido e leveduras S.
cerevisiae e Candida glaebosa, na qual obteve-se 5,8 g/ de etanol e 6,6 g/L de
biossurfactante em 48 h de fermentacdo. Na sequéncia, investigou-se a capacidade das
leveduras S. cerevisiae e C. glaebosa produzirem essas duas substancias em casca de arroz
pré-tratada. Com os estudos anteriores, verificou-se que no EEB havia biossurfactante
produzido durante a FES. Por isso, investigou-se esta producao com o uso de A. niger em FES
com diferentes substratos. As maiores concentracdes de biossurfactante obtidas foram de 7,6
g/L para 72 h de fermentagdo com substrato constituido por bagago de cana explodido e farelo
de arroz, e 10,1 g/L para 48 h de fermentacdo com substrato constituido por farelo de trigo e
farelo de arroz. Com esta avaliacdo, investigou-se o uso desses EEB em fermentacdo
submersa com diferentes biomassas pré-tratadas e com as leveduras S. cerevisiae e C.
glaebosa para producdo de etanol e biossurfactante. Na sequéncia foi realizado um estudo
com 4cido levulinico (AL) e P. aeruginosa para producdo de biossurfactante, e observou-se
que a P. aeruginosa teve dificuldade em converter o AL em raminose. Em seguida, avaliou-se
a producdo de etanol de S. cerevisiae com hidrdlise enzimatica e fermentacido alcoodlica
realizadas separadamente (SHF), variando pH, tempo de hidrélise e temperatura, visando
aumentar a producgdo de etanol. As melhores condi¢cdes operacionais estudadas foram 18 h de
hidrdlise, a 40 °C em pH 4,0, gerando uma concentragdo de etanol de 19,8 g/L.. Usando estas
condi¢Oes operacionais, concentrou-se 0 EEB em rotaevaporador nas temperaturas de 50 e 60
°C, e reducdo de volume de 25 e 50%. A condicdo mais favordvel ao processo foi
concentracdo do EEB a 50 °C com reducao de 50% do volume, com produc¢do de 21 g/L de
etanol. E por fim, avaliou-se EEB de trés diferentes meios de FES e suas combinagdes para
producdo de etanol. Observou-se que as distintas combinacdes de meios sOlidos para
producdo de EEB influenciaram no tempo e na concentragao de etanol. O EEB, composto por
dois meios solidos de bagaco de cana e farelo de arroz, foi o ensaio que proporcionou as
maiores concentragdes de etanol: 17,6 e 18,5 g/L. nos tempos de 24 e 48 h, respectivamente.

Palavras-chave: etanol, biossurfactante, fermentagdo em estado sélido, bagaco de cana,
Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa, Candida glaebosa.
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ABSTRACT

Oil depletion, climate change and environmental issues have increased the interest in the use
of alternative and renewable sources for the production of energy and products that cause less
pollution than petrochemical products. The conversion of biomass into specialty chemicals
and fuels has been the focus of industry and researchers over the past decade, so that agro-
industrial waste generation can be minimized, environmentally effective technologies
developed, and the production of compounds generated from sustainable routes of biofuel
increased. In this context, the re-use of lignocellulosic biomass for the production of ethanol
and biosurfactants represents a way to reduce environmental pollution and increase the
production of compounds generated from sustainable routes. In this doctoral thesis, the
production of different crude enzyme complexes (CEC) generated in solid-state fermentation
(SSF) using Aspergillus niger was evaluated. The CEC produced was used for the
simultaneous production of ethanol and biosurfactant in co-fermentation in the presence of
Saccharomyces cerevisiae e Pseudomonas aeruginosa. The CEC that generated higher
concentrations of ethanol (8.4 g/L) and biosurfactant (9.1 g/L) was obtained from the
extraction using two SSF, fermented medium consisting of steam-exploded sugarcane bagasse
and rice bran. This CEC was also used to produce ethanol and biosurfactant in submerged
fermentation with steam-exploded sugarcane bagasse and S. cerevisiae e Candida glaebosa,
5.8 g/L of ethanol and 6.6 g/L. of biosurfactant were obtained in 48 hours of fermentation.
Subsequently, the ability of yeasts S. cerevisiae and C. glaebosa to produce these two
substantes in pre-treated rice husk was investigated. With previous studies, it was found that
in CEC, the biosurfactant was produced during SSF. Therefore, this production was
investigated with the use of A. niger in SSF with different substrates. The highest
concentrations of biosurfactant obtained were 7.6 g/L at 72 h of fermentation, with the
substrate consisting of exploded sugarcane bagasse and rice bran, and 10.1 g/L at 48 h of
fermentation with substrate consisting of wheat bran and rice bran. With this evaluation, the
use of these CECs in submerged fermentation with different pre-treated biomasses and the
yeasts S. cerevisiae and C. glaebosa for the production of ethanol and biosurfactant was
investigated. A study was carried out with levulinic acid (LA) and P. aeruginosa for the
production of biosurfactant and it was observed that P. aeruginosa had difficulty in
converting the LA in rhamnose. Then, the ethanol production of S. cerevisiae was evaluated
with enzymatic hydrolysis and alcoholic fermentation (SHF), varying pH, hydrolysis time and
temperature, aiming to increase ethanol production. The best operating conditions studied
were 18 h of hydrolysis, at 40 °C and at pH 4.0, generating an ethanol concentration of 19.8
g/L. Using these operating conditions, the CEC was concentrated in a rotary evaporator at
temperatures of 50 and 60 °C, and a volume reduction of 25% and 50%. The most favourable
condition was the concentration of CEC at 50 °C with a reduction of 50%, and a yield of 21.0
g/L of ethanol. Finally, CEC of three different SSF media and their combinations for ethanol
production was evaluated. It was observed that the different combinations of solid media for
CEC production influenced the time and concentration of ethanol. The CEC composed of the
two solid media of sugarcane bagasse and rice bran was the test that resulted in the highest
concentrations of ethanol: 17.6 and 18.5 g/L at 24 and 48 h, respectively.

Keywords: biosurfactant, solid state fermentation, sugarcane bagasse, Aspergillus niger,
Pseudomonas aeruginosa, Candida glaebosa.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O inevitavel esgotamento de petroleo, as preocupacdes com a seguranga energética, a
crescente problemadtica referente as emissdes de CO; e geracdo de residuos tém refor¢ado o
interesse na busca de fontes alternativas de energia e de bioprodutos. A conversdo de
biomassa e compostos derivados de biomassa em produtos quimicos e combustiveis pode
melhorar muitas questdes atuais associadas ao uso de combustiveis fosseis (KHARE,
PANDEY e LARROCHE, 2015; YAN et al., 2015).

Diferentes fontes de carbono podem ser usadas para obtencdo de bioprodutos. As
biomassas lignoceluldsicas constituem a maior fonte de carboidratos naturais do planeta e sdo
produzidas em grandes quantidades em diversas regides ao redor do mundo. Estes materiais
provém dos residuos agricolas, industriais, de madeira e de plantas, como a cana-de-agucar, o
que os tornam atrativos para a producdo de biocombustiveis, enzimas, biossurfactantes e
crescimento microbiano (SOCCOL et al., 2010; FISCHER, 2014). Outra fonte de carbono é o
acido levulinico (AL), obtido a partir da hidrélise 4cida da celulose, que se decompde em uma
variedade de produtos, sendo o AL e o 4cido formico os produtos soluveis finais. O AL pode
ser utilizado como plataforma para producdo de inumeros bioprodutos, incluindo acido
succinico, resinas, polimeros, herbicidas, produtos farmacéuticos e aromatizantes,
biocombustiveis, solventes, entre outros (HABE et al., 2015; YAN et al., 2015).

O bioetanol obtido a partir de biomassa lignoceluldsica é considerado como uma das
alternativas mais promissoras para os combustiveis fosseis, devido a sua queima limpa, maior
indice de octanagem e limites de inflamabilidade mais amplos (SUN et al., 2016).

A produgdo de etanol de segunda geracdo €, geralmente, realizada em quatro etapas
principais: pré-tratamento da biomassa para abertura das fibras, hidrélise do material pré-
tratado para obtencdo de acucares fermentesciveis, fermentacdo destes agucares a etanol,
separacao e purificacdo (ADITIYA et al, 2016; KORADIYA et al., 2016).

As dificuldades de hidrélise da celulose e o alto custo das enzimas tornou o interesse
mais extensivo em pesquisas que busquem a associacdo da produgdo de biocombustivel a
outros produtos de elevado valor agregado e a redu¢do no custo da producdo de enzimas. Uma
das formas de reduzir o custo destas enzimas consiste na producdo in loco com o uso da

enzima na forma nao purificada dita extrato enzimatico bruto (EEB). Este uso é considerado
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vantajoso por reduzir o custo com transporte, purificacdo, aditivos, entre outros (LEDUC et
al., 2010; SUKUMARAN et al., 2010; ZHENG et al., 2015).

Entre os produtos de interesse que pode ser associado a produgdo de etanol € o
biossurfactante, pois ¢ uma substancia de origem microbiana, capaz de emulsificar e reduzir a
tensdo superficial entre dois liquidos. Além disso, o biossurfactante € um produto nobre que
possui maior estabilidade quimica e térmica, baixa toxicidade e maior biodegradabilidade
quando comparado aos surfactantes sintéticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

A produgdo de um biossurfactante pode ser realizada por diferentes microrganismos
como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, utilizando vérios substratos de baixo custo
incluindo agucares, dleos, residuos industriais e agricolas. Esta producdo € influenciada pelas
fontes de carbono e nitrogénio, concentragcdes de fosforo, manganés e ferro no meio, além das
condicdes de cultivo, como pH, temperatura e agitacio (BANAT, MAKKAR E
CAMEOTRA, 2000; BORGES, 2011).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar o uso de diferentes biomassas
lignoceluldsicas para co-producdo de etanol de segunda geracdo e biossurfactante
empregando processos quimicos e enziméticos. E os objetivos especificos foram:

» Estudar a co-fermentacdo de etanol e biossurfactante com Saccharomyces cerevisiae e
Pseudomonas aeruginosa pelo uso de diferentes extratos enziméticos de Aspergillus
niger;

» Avaliar a co-fermentacdo de etanol e biossurfactente com as leveduras Saccharomyces
cerevisiae e Candida glaebosa;

» Investigar a producdo de biossurfactante em fermentacio sélida de A. niger e utilizar o
extrato enzimatico gerado para producdo de etanol e biossurfactante em fermentagao
submersa;

» Avaliar a producdo de biossurfactante de Pseudomonas aeruginosa em fermentagio
liquida, utilizando 4cido levulinico como fonte de carbono;

» Estudar a hidrélise enzimatica e fermentagdo alcodlica realizadas de forma separada
com extrato enzimatico concentrado;

» Produzir extratos enzimaticos em diferentes combinacoes de meios sélidos.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serao abordados temas pertinentes ao desenvolvimento deste trabalho
com uma breve revisdo da literatura. Foi realizada uma revisdo atualizada com base em
artigos cientificos, dissertagdes e teses sobre as principais biomassas celuldsicas e seus
derivados que podem ser utilizados como fontes de carbono em fermentagdes. Na sequéncia,
apresenta-se o conceito de biorrefinarias e a descri¢ao das etapas que envolvem a produgdo de
etanol de segunda gerac@o e o historico dessa producdo no Brasil. E por fim, os tipos de
biossurfactantes, propriedades gerais, aplicacdes e a producdo destas substancias sdo

investigados.

2.1. BIOMASSAS CELULOSICAS E DERIVADOS DESTINADOS A
FERMENTACAO

A biomassa € uma fonte abundante e concentrada de carbono que estd disponivel na
Terra. A conversdo da biomassa em especialidades quimicas e combustiveis tem sido o foco
da inddstria e dos pesquisadores na ultima década para que assim se possa minimizar a
geragdo de residuos agroindustriais e desenvolver tecnologias ambientalmente eficazes (YAN
etal., 2015).

As biomassas lignoceluldsicas sdo as fontes mais abundante de carboidratos e os
componentes principais sdo celulose, hemicelulose e lignina, como mostra a Figura 2.1. As
regides cristalinas da celulose sdo mais resistentes a biodegradagdao do que as partes amorfas,
sendo que estas, que possuem baixo grau de polimerizacdo, sdo mais susceptiveis as enzimas
celuloliticas. Em geral, as paredes celulares das plantas sdo subdivididas em primarias e
secundarias. A distribuic@o de celulose, hemicelulose e lignina varia consideravelmente entre
essas camadas. A parede secundaria € composta por trés camadas, e a segunda camada ¢
geralmente mais espessa que as outras, contendo a maior parte de celulose. A lamela média,
que liga as células adjacentes, é composta quase inteiramente por lignina (MENON e RAO,

2012; KORADIYA et al., 2016)
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Figura 2.1 — Ilustracdo esquematica da estrutura da lignocelulose

(adaptado de MENON e RAO, 2012).

Os materiais lignocelulosicos podem ser divididos, geralmente, em duas categorias:
biomassa lenhosa, que inclui residuos da colheita florestal e culturas lenhosas dedicadas a

rota¢do curta, e biomassa herbicea, que inclui residuos de culturas agricolas como palhas,
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cascas e bagacos. Sua composi¢do em relacdo a celulose, hemicelulose e lignina varia para
cada tipo de biomassa, como mostra a Tabela 2.1, e depende de diversos fatores como o tipo
de vegetal, as condi¢des de crescimento, a parte da planta escolhida, o tempo de colheita,

entre outros (YAN, et al., 2015).

Tabela 2.1 — Composicdo de biomassas lignocelul6sicas representativas (adaptado de
MENON e RAO, 2012).

Biomassas Composicao de carboidratos (% peso seco)
Celulose Hemicelulose Lignina
Sabugo de milho 32,3-45,6 39,8 6,7-13,9
Palha de milho 35,1 -39,5 20,7 —-24,6 11,0-19,1
Palha de arroz 29,2 — 34,7 23,0-259 17,0-19,0
Casca de arroz 28,7 35,6 11,9-29,3 15,4 -20,0
Palha de trigo 35,0 -39,0 22,0 -30,0 12,0-16,0
Farelo de trigo 10,5 -14,8 35,5-39,2 8,3-12,5
Bagaco de cana 32,0-45,0 27,0-32,0 14,0 - 24,0
Palha de sorgo 32,0-35,0 24,0 -27,0 15,0-21,0

Os residuos agroindustriais sdo a matéria residual vegetal gerada por processamento,
tais como cascas, farelos, palhas, bagacos e outras partes do material vegetal que ndo sdo
destinadas a producao de alimentos. A Tabela 2.2 mostra os principais produtos alimentares e
os residuos gerados no processamento, assim como a quantidade de residuo gerado
(VOIVODIC et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

A rica composicdo quimica de tais materiais torna crescente o interesse na
reutilizagcdo para varias finalidades dentro do conceito de biorefinaria, que visa a conversao de
biomassa de residuos em produtos de alto valor agregado. Além disso, o uso da biomassa
lignoceluldsica possui vantagens como disponibilidade, rentabilidade, ndo tem um efeito
negativo sobre a produgdo de alimentos e ainda ¢ renovavel (VOJVODIC et al., 2016;

KORADIYA et al., 2016).
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Tabela 2.2 — Principais produtos alimentares e residuos/subprodutos de processamento
(adaptado de ZHANG et al., 2016).

Produtos alimentares Residuo % aproximada de

. *
residuo gerado

Oleo (soja) Farinha de soja (proteina, carboidrato) 40
Arroz Casca de arroz (lignocelulose, cinzas) 20
Trigo Farelo (arabinoxilano, celulose, 20

proteina)
Batata Casca de batata e outros residuos de 20

processamento (lignocelulose, amido)
Banana Banana rejeitada (lignocelulose, 30
pectina, amido)
Macga Maga rejeitada 30
(fucogalactoxiloglucano,

lignocelulose, glicose, frutose)

“Porcentagem referente a quantidade aproveitiavel como alimento

A cana-de-agucar € uma cultura econdmica amplamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais do mundo e que gera em média 280 kg de bagaco para cada tonelada
de cana processada. O bagaco de cana-de-actcar, residuo fibroso obtido do processamento da
cana, € uma das mais abundantes biomassas lignoceluldsicas, especialmente em paises
tropicais como o Brasil. Cerca de metade do bagaco gerado € utilizada na queima direta para
gerar calor e energia para a operacdo das usinas. A quantidade restante é matéria-prima
potencial para ser utilizada em biorrefinarias para producido de bioetanol e outros produtos
quimicos (SILALERTRUKSA, PONGPAT e GHEEWALA, 2017; BISWAS et al., 2014).

O bagaco de cana € constituido por celulose (32-45%), hemicelulose (27-32%) e
lignina (14-24%), cinzas e quantidades menores de minerais, ceras € outros compostos. Além
disso, contém de 48 a 52% de umidade, 2 a 3% de sélidos soliveis (°Brix), 46 a 48% de
sOlidos insoldveis (fibra) e caracteristicas fisico-quimicas que dependem do sistema de
colheita da cana (cana queimada ou mecénica), do corte e da forma de carregamento. As
condig¢des climaticas e os diferentes estigios de desenvolvimento vegetativo também podem
interferir na composicdo do bagaco (FISCHER, 2014; JAIN et al., 2016; BISWAS et al.,
2016).
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Para a produgdo de etanol de segunda geracdo, o bagaco de cana é considerado o
principal material lignoceluldsico, pois se encontra prontamente disponivel nas destilarias e
possui elevado teor de carboidratos. Esta biomassa também pode ser utilizada como substrato
para o cultivo de microrganismos e conversao a produtos, como enzimas, plasticos, papel e
biossurfactantes (FISCHER, 2014).

O arroz € um dos cereais mais importantes para a alimentacdo humana, sendo
superado apenas pelo trigo. Na safra 2015/16, o Brasil produziu 10.602,9 mil toneladas de
arroz, destacando-se como maior produtor mundial fora do continente Asidtico. O
processamento dos graos de arroz gera graos limpos, cascas, farelo e um p6 conhecido como
p6 de arroz. Estes subprodutos, farelo, casca e pd, sdo pouco explorados como alimentos
embora sejam abundantes em todo territdrio nacional (FISCHER, 2014; CONAB, 2016).

O farelo de arroz apresenta 50% de sua composi¢do constituida por carboidratos e
pode ser utilizado como matéria-prima de baixo custo, fonte de nutrientes, suporte para
microrganismos e para producdo de bioetanol, enzimas, biossurfactantes, entre outros
(TODHANAKASEM et al., 2015).

Outro tipo de biomassa lignoceluldsica € o farelo de trigo, gerado a partir da moagem
de trigo, que representa uma matéria-prima promissora de baixo custo para a producdo de
bioetanol. Este substrato consiste em trés componentes principais: amido, hemicelulose e
celulose (CRIPWELL et al., 2015). Estima-se que 150 milhdes de toneladas de farelo de trigo
sdo produzidos por ano em todo o mundo. O farelo de trigo corresponde a 20% do grdo e
consiste, principalmente, de amido, hemicelulose, celulose residual, proteina e lignina (NAIR
et al., 2015).

O sabugo de milho, residuo gerado apdés o milho ser debulhado, contém,
aproximadamente, 45% de celulose, 35% de hemicelulose e 20% de lignina e é considerado
um substrato bom e barato para o crescimento microbiano e producdo de celulase
(OLAJUYIGBE e OGUNYEWO, 2016).

O sorgo é uma planta origindria da Africa. Existem diferentes tipos de sorgo:
granifero, forrageiro, para corte e pastejo, vassoura, sacarino € biomassa. O sorgo biomassa €
a planta do sorgo submetido a um forte processo de melhoramento genético para ter alto
potencial de biocombustao e geracdo de energia térmica, elétrica e etanol de segunda geragao.
Além disso, possui ciclo curto (cerca de 150 a 180 dias), possibilita maior flexibilidade no uso
da terra, o plantio € feito por sementes e pode ser usado para producdo de ragdo animal

(EMBRAPA, 2017; UNICA, 2017).



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 8

O 4cido levulinico (AL), também conhecido como &acido 4-oxopentandico, é uma
molécula derivada da celulose, de cadeia curta contendo cinco atomos de carbono e dois
grupamentos funcionais: um carboxilico e um carbonilico. A principal rota de obtencdo do
AL ¢ pela hidrdlise acida da celulose, convertendo a matéria lignocelulésica em agucares
monoméricos (glicose/frutose) que por desidratacio, levam a formagdao de 5-
hidroximetilfurfural (HMF). Este é, entdo, desidratado em meio acido conduzindo a uma

mistura equimolar de acido levulinio e 4cido férmico, como ilustra a Figura 2.2 (YAN et al.,

2015).

CH,OH
[ om e | Pre tratamento [sumemacau 0 CH,0H
oH § = [ OH
‘it - Hidrélise oH OH
Celulose Glicose OH F
rutose
g
O Desidratacio HO O
/U\/\ = O /
HCOOH + COOH \ /
AL HMF

Figura 2.2 — Producdo de AL a partir de biomassa lignoceluldsica

(adaptado de YAN et al., 2015).

A presenca no AL de uma carboxila e uma cetona, que sdo grupos funcionais
reativos, permite a sua subsequente conversdo a produtos de elevado valor agregado, tais
como aditivos de combustivel, polimeros, herbicidas biodegradaveis, entre outros. No
entanto, ha poucos relatos na literatura sobre a conversao microbiana de AL em compostos
como alcoois, acidos organicos e aminodcidos porque os dcidos organicos de cadeia curta (por
exemplo, acido acético e acido levulinico) e compostos do tipo furfural, produzidos por
hidrdlise térmica de polissacarideos catalisada por acido, podem inibir o crescimento

microbiano em determinadas concentracdes (HABE et al., 2015; ELUMALAI et al., 2016).
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2.2. BIORREFINARIAS

As biorrefinarias sdo constituidas por facilidades e instalagcdes produtivas que geram
e utilizam matéria-prima de origem vegetal e renovavel, que opera de forma integrada
transformando a biomassa em produtos que atendam as necessidades do consumo moderno de
forma sustentavel (GULDHE et al., 2017). O conceito de biorrefinaria esta, portanto,
ganhando interesse como uma abordagem promissora para o aumento da competitividade da
inddstria de cana-de-agucar, reconhecida como um importante agronegdcio em muitos paises,
como o Brasil (SILALERTRUKSA, PONGPAT e GHEEWALA, 2017).

A Figura 2.3 € um exemplo de biorrefinaria que pode ser implantada, na qual se tem
o uso de cana-de-aguicar, como matéria-prima, para producio de actcar e etanol de primeira
geracdo (E1G). Com o bagaco gerado no processamento da cana, pode-se utiliza-lo para
geracdo de energia através de sua queima na caldeira, e usar o vapor gerado para o pré-
tratamento com explosdo de vapor desse bagaco. Esta biomassa pré-tratada pode ser
encaminhada para producdo de enzimas através de fermentacio em estado solido e
fermentagdes diversas que podem gerar diferentes produtos como biossurfactante, xilitol,

entre outros.

energia
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Figura 2.3 — Esquema ilustrativo de uma biorrefinaria

(LOPES et al., 2017).
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2.2.1. Producao de etanol de segunda geracao

A producdo de etanol de segunda geracdo (E2G), que € realizada a partir de materiais
lignoceluldsicos, constitui uma alternativa economicamente vantajosa para aumentar a
producdo de biocombustiveis sem ampliar a area cultivada, utilizar residuos como matéria-
prima e substituir o uso de combustiveis fosseis.

A producgdo de etanol de primeira geracdo (E1G) €, geralmente, realizada em trés
etapas principais: obtencdo de uma solug¢do de agucares fermentesciveis, fermentagdo destes
acucares em etanol e recuperacdo do etanol por destilacdo. J4 a producdo de etanol a partir da
biomassa lignocelulésica (E2G) é composta por quatro processos, que incluem pré-tratamento
da biomassa para tornar a celulose e a hemicelulose acessiveis a hidrolise; hidrdlise do
material pré-tratado, fermentacdo e recuperacdo do etanol por destilacio (KORADIYA et al.,
2016).

A rota bioquimica de produgdo de E2G a partir de materiais lignoceluldsicos pode
aproveitar parte da tecnologia e infraestrutura utilizadas para a producdo de EIG, com a
adicao de duas etapas ao processo convencional, que sdo as etapas de pré-tratamento da
biomassa e hidrolise desta. Além disso, a detoxificacio e a fermentacdo de pentoses liberadas
durante a etapa de pré-tratamento podem ser realizadas. A fra¢do sélida do pré-tratamento
contém a celulose que € posteriormente hidrolisada e a fracio liquida contém o hidrolisado de
hemicelulose. Uma vez completada a hidrélise da celulose, o hidrolisado resultante ¢é
fermentado e convertido a etanol, como ilustra a Figura 2.4 (CARDONA, QUINTERO e
PAZ, 2010; MORO, 2015).
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Bagaco de cana-de-acticar
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Figura 2.4 — Diagrama do processo de producao de E2G a partir de bagaco de cana-de-acucar
(adaptado de CARDONA, QUINTERO e PAZ, 2010; MORO, 2015).

2.2.1.1. Pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas

O pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica tem como objetivo romper a estrutura
da parede celular para tornar a celulose mais acessivel a hidrolise enzimatica, como mostra a
Figura 2.5. Um pré-tratamento eficaz provoca reducio no tamanho das particulas, aumento da
area superficial do material, reduc@o na cristalinidade da celulose, quebra das hemiceluloses e
redistribuicdo da lignina sem que se tenha a formacdo de produtos que inibam a agdo

microbiana na fermentacao alcodlica (BISWAS et al., 2014; TOME, 2014; ADITIYA et al.,
2016).
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Figura 2.5 — Esquema dos efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura lignocelulésica
(adaptado de CABIAC et al., 2011).

Esta etapa € de grande importancia para as etapas subsequentes, uma vez que torna
disponiveis os agucares fermentesciveis. Caso o pré-tratamento realizado ndo seja adequado,
pode influenciar de forma negativa a hidrélise enzimética e gerar compostos inibidores da
etapa de fermentacdo. Com isso, € essencial a escolha de um pré-tratamento adequado para
que o processo de producio seja satisfatério (BISWAS et al., 2014; TOME, 2014; ADITIYA
et al., 2016).

O Quadro 2.1 mostra exemplos de pré-tratamento mais utilizados, que podem ser
classificados em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos. No pré-tratamento de
explosdo a vapor, a biomassa é exposta a elevadas temperatura e pressdo durante alguns
minutos e, logo em seguida, sofre uma rapida descompressdo. Essa mudanga brusca causa
uma “explosdo” que rompe as ligacdes do material, reduzindo o tamanho das particulas e
aumentando sua porosidade. Este pré-tratamento tem como vantagens bons rendimentos de
acucares e auséncia de custos com tratamento de efluentes. Contudo, dependendo das
condi¢des empregadas, pode-se ter a geracdo de inibidores da fermentagdo, como compostos
fendlicos, furfural e hidroximetilfurfural a partir da degracdo de lignina, pentoses e hexoses,
respectivamente (ADITIYA et al., 2016).

No pré-tratamento quimico, tem-se a solubilizacdo da hemicelulose da biomassa de
forma efetiva. A combinacdo entre concentracdo de 4cido, temperatura e tempo de reagdo
pode gerar grandes quantidades de agucares provenientes da fracdo hemiceluldsica. Apods
hidrélise da hemicelulose, constituida principalmente de xilana, sdo liberados diversos
monossacarideos, sendo majoritaria a presenca de xilose, glicose e arabinose na maioria dos

materiais lignocelul6sicos (SANTOS, 2012).
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Quadro 2.1 — Exemplo de métodos de pré-tratamento mais utilizados (HAMELINCK et al.,
2005; RABELO, 2007)

Método Processo Descricao

Pré-tratamento fisico Explosdo a vapor A biomassa € tratada com vapor
saturado (160 a 260 °C) seguida

de uma rapida descompressao

Termohidrdlise Utiliza 4gua quente e alta
pressdo (pressdes acima do
ponto de saturagdo) para

hidrolisar a hemicelulose

Pré-tratamento quimico Hidrdlise acida Uso de acidos concentrados ou
diluidos, como H>SO4, HCI e
HNO3
Hidrdlise alcalina Uso de bases, como NaOH e
Ca(OH):
Pré-tratamento biologico Biologico Utilizagdo de fungos para

solubilizar a lignina.

Pré-tratamento fisico-quimico | Explosdao a vapor | Adi¢do de H>SO4 ou CO: na
catalisada explosdo de  vapor  para

aumentar a remocdo da

hemicelulose
Afex (ammonia | Exposi¢do a amonia liquida a
fibre explosion) alta temperatura e pressdao por

um certo periodo de tempo,
seguida de uma  rapida

descompressao

O pré-tratamento 4acido pode ser conduzido com acidos diluidos ou concentrados. A
técnica de utilizacdo de 4acido concentrado gera inibidores, necessita de equipamentos

resistentes, além de apresentar toxicidade e ser corrosiva, € por isso ndo € tdo atrativa quanto a
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técnica com 4cido diluido, que costuma ser mais efetiva por apresentar menor degradacdo de
acucares ¢ menor formacao de inibidores. Entre os acidos utilizados, encontram-se: H2SOj,

HCI, HF, CH3COOH e HNOs (SANTOS, 2012).

2.2.1.2. Hidrolise enzimatica

O processo de hidrélise quebra a cadeia longa de carboidratos para obtengdo de
acucares fermentesciveis; e pode ser realizada com &cido concentrado, 4cido diluido ou
enzima. Esta etapa € essencial na produc¢do de etanol, uma vez que a qualidade do hidrolisado
afetara diretamente no processo de fermentacdo porque os microrganismos, que sao utilizados
na etapa de fermentacdo, somente sdo capazes de digerir a forma mais simples de aguicar
derivado do carboidrato complexo da biomassa (ADITIYA et al., 2016).

Para que ocorra o processo enzimatico, a biomassa lignocelulosica deve ser pré-
tratada para aumentar a acessibilidade ao ataque das enzimas. ApOs esta etapa, ocorre a
hidrélise enzimatica, na qual a celulose é quebrada através das enzimas. Este processo ocorre
em condi¢des mais suaves e, com isso, uma menor quantidade de subprodutos é liberada,
resultando em um alto rendimento de aguicares fermentesciveis, tais como glicose, manose,
celobiose, xilose e arabinose.

As enzimas que podem degradar as biomassas lignocelul6sicas sdo as celulases,
xilanases e pectinases. O complexo enzimatico de celulases, constituido por endoglucanase,
exoglucanase e [B-glicosidase, age como catalisador e € altamente especifico (FISCHER,
2014). O mecanismo geral das celulases € realizado por meio da clivagem das ligagdes -1-4
glicosidicas, mas dependendo do seu sitio de acdo na celulose, elas podem ser divididas em
trés grupos (ZUNIGA, 2010):

i)  Endoglucanases: enzimas responsiveis por iniciar a hidrdlise, pois quebram
randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica.

i1) Exoglucanases: constituidas pelas celobiohidrolases e pelas glucanohidrolases,
catalisam a hidrdlise nos terminais da fibra celulésica e promovem a quebra de
oligossacarideos formados na celobiose.

iii) P-glicosidases: possuem a propriedade de hidrolisar a celobiose e oligossacarideos
soliveis em glicose.

As celulases sdo insumos que impactam significativamente o processo de producao

de etanol a partir de materiais lignocelul6sicos. Por isso, as tecnologias para producdo das



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA 15

enzimas e suas aplicagdes na hidrdlise sdo processos em continuo desenvolvimento para que a
producdo de etanol seja satisfatéria (ZGNIGA, 2010; FISCHER, 2014).

Na produgdo de celulases, podem ser usados processos fermentativos como a
fermentacao em estado s6lido (FES) e a fermentagdao submersa (FS). Em comparagcdo com a
FS, a FES possui vantagens por ser um processo mais simples, com baixos custos
operacionais, menor gasto energético, menos volume de efluentes liquidos gerados, menor
risco de contaminagdo, baixo capital de investimento e maior estabilidade das enzimas a
variagdes de temperatura e pH (ROCHA et al, 2013; FISCHER, 2014; LIU et al., 2015).

Os materiais so6lidos utilizados na FES podem ser materiais inertes, que s6 agem
como um local de fixa¢do para o microrganismo, e nao inerte, que fornecerd nutrientes para o
microrganismo. Os residuos agroindustriais sdo ricos em nutrientes € podem ser utilizados
como fonte de carbono e energia para o microrganismo. A aplicacdo destes residuos é
interessante por serem gerados em grandes quantidades e estarem disponiveis a custos baixos
(FISCHER, 2014).

Diferentes microrganismos sdo capazes de produzir enzimas que hidrolisam a
celulose por meio de fermentacdo em estado sdlido (FES) ou por fermentacao submersa (FS),
como mostra o Quadro 2.2. Dentre os microrganismos existentes, os fungos filamentosos sao
os mais promissores para producdo de enzimas, pois o desenvolvimento das hifas permite que
os fungos colonizem e penetrem no substrato e na regido porosa entre as particulas do
substrato. Além disso, muitos destes microrganismos conseguem Crescer sem maiores
dificuldades em ambientes solidos que apresentam baixa atividade de agua (MENON e RAO,
2012; ROCHA et al., 2013; LIU et al., 2015).

Espécies de fungos que produzem celulases incluem, principalmente, Trichoderma,
Penicillium, Aspergillus e Fusarium. O fungo Aspergillus niger, fonte do complexo
celulolitico, é considerado o microrganismo ideal devido a sua grande capacidade de
fermentacdo, elevados niveis de secrecdo de proteina, além da grande variedade de enzimas

produzidas para diversas aplicacdes (FISCHER, 2014; LIU et al., 2015).
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Quadro 2.2 — Microrganismos produtores de celulase e método de producdo (MENON e

RAO, 2012).
Microrganismo Método de producao
Acinetobacter anitratus FS
Bacillus subtilis FES
Bacillus pumilus FS
Cellulomonas biazotea FS
Clostridium papyrosolvens FS
Thermoascus auranticus FES
Neurospora crassa FS
Trichoderma reesei FS
Penicillium decumbens FES
Aspergillus fumigatus FS
Aspergillus terreus FES
Aspergillus niger FES
Fusarium oxysporum FES

FS: fermentagdo submersa; FES: fermentacdo em estado s6lido

2.2.1.3. Fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcodlica é um processo bioldgico, realizado por microrganismos
(leveduras ou bactérias), que converte compostos organicos, como acticares, em compostos
mais simples, como o etanol e outros subprodutos. A forma mais simples € comum de obter
etanol no Brasil € através de fermentacdo devido a diversidade de matérias-primas naturais e
residuais existentes no pais (PEREIRA JR; COUTO; SANTA ANNA, 2008).

Para otimizar a producio de etanol de segunda geracdo, pode-se realizar as etapas de
hidrélise e fermentacdo alcodlica de forma separada (SHF) ou realizar a sacarificacdo e
fermentacdo de forma simultanea (SSF).

A SHF ¢ realizada em duas etapas, em que a lignocelulose é hidrolisada utilizando
enzimas para disponibilizar os actucares, e estes sdo fermentados a etanol, na segunda etapa,
usando vérias leveduras, tais como Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia,
Zymomonas, bem como seus recombinantes. A principal vantagem € a possibilidade de se
conduzir a hidrélise e a fermentagdo em suas condi¢des 6timas de pH e temperatura. Porém,

pode-se ocorrer a inibi¢do do complexo enzimético de celulases pelos agucares liberados na
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hidrélise, principalmente celobiose e glicose que se acumulam no meio, resultando em uma
hidrélise incompleta da celulose e rendimentos mais baixos. Outra desvantagem € a
possibilidade de contaminacdo devido ao longo tempo envolvido na etapa de hidrélise
(MENON e RAO, 2012; FISCHER, 2014).

Na SSF, a hidrdlise e fermentagdo alcodlica ocorrem na mesma etapa. Como
vantagens, tem-se a reducdo da inibicao das celulases pelo produto, pois os aguicares gerados
pelas enzimas sdo consumidos imediatamente pelo microrganismo responsavel pela
fermentagao alcodlica; o menor custo do processo, reduzindo o nimero de reatores € 0s riscos
de contaminac¢do devido as baixas concentragdes de actcar livre e pela presenca de etanol no
meio. A desvantagem da SSF é o desfavorecimento da cinética enziméatica porque &
necessirio conduzir o processo dentro da faixa Otima do microrganismo fermentador
(MENON e RAO, 2012; FISCHER, 2014).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um dos microrganismos mais utilizados nas
fermentagdes alcodlicas. E bastante utilizada na producio industrial de dlcool combustivel
devido a sua capacidade de assimilar facilmente a glicose da cana ou da celulose de
biomassas. Possui importantes caracteristicas, como alta eficiéncia fermentativa, tolerancia a
baixos valores de pH e alta concentragdo de acicar e etanol, capacidade de crescer
anaerobicamente, alta resisténcia a inibidores presentes na biomassa hidrolisada e, ainda, alta

competitividade perante contaminacdo na fermentagao industrial (FISCHER, 2014).

2.2.1.4. Historico do E2G no Brasil

O uso indiscriminado de combustiveis fosseis pela humanidade desde o inicio da
civilizacdo ocasionou mudangas climaticas no mundo. Um marco na histéria do etanol no
Brasil foi a criacdo do Programa Nacional do Alcool (Proélcool), em 1975, que instituiu e
consolidou o uso do alcool hidratado e a mistura deste com gasolina como combustivel. A
experiéncia serviu como alternativa para diminuir a dependéncia de periodos politicamente e
economicamente varidveis devido a crise mundial do petréleo. Neste programa, a cana-de-
acucar foi escolhida como matéria-prima para produgdo de etanol em fungdo das
caracteristicas geograficas do Brasil e, como consequéncia, intensificaram-se as pesquisas
neste tema, levando o pais a uma posi¢cdo muito favoravel em termos de seguranca energética
(SOCCOL et al., 2010; FISCHER, 2014).

A producdo de E1G, a partir dos acticares extraidos da cana-de-agucar, vem gerando

grandes excedentes de bagaco, com potencial para serem transformados em E2G e aumentar
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significativamente a oferta deste combustivel, sem exigir um aumento proporcional das dreas
de plantio NOVACANA, 2016).

O uso de biomassas lignocelul6sicas para produgdo de etanol é favorecida no Brasil,
pois o processo de producdo pode ser anexado as usinas de agucar e dlcool ja existentes,
exigindo menores investimentos, infraestrutura, logistica e fornecimento de energia. Neste
cendrio, mais etanol seria produzido a partir da mesma quantidade de cana-de-acicar
processada, sem aumentar a area utilizada para o cultivo da cana-de-agticar. O rendimento de
etanol € equivalente a 6.000 L/hectare plantado, e estima-se que a producdo de etanol podera
chegar a 10.000 L/ha se apenas metade do bagaco gerado for aproveitado para a producao de
biocombustiveis (CANILHA et al., 2012; SOCCOL et al., 2010).

A constru¢do da primeira usina de etanol celulésico em escala comercial no Brasil,
em Alagoas, representa um grande avanco. Atualmente, duas empresas — GranBio e Raizen —
tém usinas de etanol celulésico em funcionamento no Brasil. A GranBio foi a primeira a
inaugurar uma unidade produtora de etanol E2G em escala comercial no pais. A Bioflex 1,
unidade industrial da GranBio, comegou a operar em setembro de 2014, em Sao Miguel dos
Campos (AL), e tem capacidade anual de producdo de 82 milhdes de litros. Em 2015, a
fabrica produziu 4 milhdes de litros do biocombustivel a partir da palha da cana e este volume
foi comercializado no Nordeste. Em abril de 2016, contudo, a usina parou de operar devido a
necessidade de ajustes na etapa de pré-tratamento da biomassa (NOVACANA, 2016).

A Raizen € a segunda unidade produtora de etanol E2G e foi inaugurada em
novembro de 2014, em Piracicaba (SP). A fabrica tem capacidade para produzir 42 milhdes
de litros por ano e fica ao lado da usina de etanol de primeira geracdo, que também pertence
ao grupo e produz 100 milhdes de litros anuais. Apés algumas paradas para ajustes, desde

abril de 2016 a fabrica trabalha em regime continuo e tem como objetivo atingir uma

producdo de 42 milhdes de litros até 2018 (NOVACANA, 2017).

2.2.3. Surfactantes e Biossurfactantes

Os tensoativos ou surfactantes sdo compostos quimicos amplamente utilizados em
variados setores industriais. A grande maioria dos surfactantes € sintetizada a partir de
derivados do petrdleo. Contudo, a crescente preocupacdo ambiental levou a procura por
surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE e PASTORE,
2002).
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Os surfactantes sdo agentes ativos de superficie que reduzem a energia livre do
sistema por substituir a maior parte das moléculas de alta energia na interface, diminuindo a
tensdao superficial e interfacial dos liquidos. Eles contém uma por¢do hidrofébica com
pequena afinidade ao meio aquoso e um grupo hidrofilico que é fortemente atraido pelo meio
aquoso (MULLIGAN, 2005).

A presenca de grupos anfifilicos faz com que os surfactantes tenham a tendéncia de
se distribuir nas interfaces fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/dgua e dgua/6leo).
A formagao de um filme molecular, ordenado nas interfaces, a qual reduz a tensao superficial
e interfacial, é responsavel pelas propriedades unicas dos surfactantes, como: detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, acdo espumante e antiespumante, capacidade molhante,
solubilizacdo e dispersdo de fases (LIN, 1996; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos, produzidos microbiologicamente,
que possuem estruturas semelhantes aos surfactantes de origem sintética. Eles podem ser
sintetizados como produtos metabolicos por diferentes microrganismos como bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, utilizando varios substratos de baixo custo incluindo
acucares, Oleos, residuos industriais e agricolas (BANAT, MAKKAR E CAMEOTRA, 2000).

Nas ultimas décadas, os biossurfactantes ganharam maior atencdo porque apresentam
algumas vantagens como elevada biodegradabilidade, baixa toxicidade, aceitabilidade
ecologica, estabilidade em condigdes extremas de pH, temperatura e concentragdes de sal,
capacidade de serem produzidos a partir de substratos renovéiveis e mais baratos (DESAI e

BANAT, 1997; EL-SHESHTAWY e DOHEIM, 2014).

2.2.3.1. Tipos de biossurfactantes

No Quadro 2.3 estdo listados os principais tipos de biossurfactantes e
microrganismos envolvidos em sua producdo. Os surfactantes sintéticos sdo classificados de
acordo com a natureza do seu grupo polar. JA os biossurfactantes sdo classificados,
principalmente, de acordo com sua composicdo quimica e origem microbiana. Os
microrganismos podem produzir diversas classes de biossurfactantes e as principais incluem
glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos, biossurfactantes
poliméricos e biossurfactantes particulados (EL-SHESHTAWY e DOHEIM, 2014;
NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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Quadro 2.3 — Principais tipos de biossurfactantes e microrgansimos produtores

(DESAI e BANAT, 1997).

Tipos de biossurfactantes Microrganismos
Glicolipideos

Raminolipideos P. aeruginosa, Pseudomonas sp.

Trealolipideos R. erythropolis, ~ N.  erythropolis,
Mycoacterium sp.

Soforolipideos T. bombicola, T. apicola, T. petrophilum,
Candida sp.

Lipopeptideos e Lipoproteinas

Peptideo-lipideo B. licheniformis

Viscosina P. fluorescens

Surfactina B. subtilis

Gramicidina B. brevis

Acidos Graxos, Lipideos Neutros e Fosfolipideos

Acidos graxos C. lepus
Lipideos Neutros N. erythropolis
Fosfolipideos T. thiooxidans

Surfactantes Poliméricos

Emulsan A. calcoaceticus

Biodispersan A. calcoaceticus
Manana-lipideo-proteina C. tropicalis

Liposan C. lipolytica
Carboidrato-lipideo-proteina P. fluorescens, D. polymorphis

Surfactantes Particulados

Vesiculas A. calcoaceticus

Células Varias bactérias

Os biossurfactantes possuem uma estrutura comum: uma por¢do hidrofébica
usualmente composta por cadeia hidrocarbonica de um ou mais acidos graxos, que podem ser

saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma por¢do hidrofilica, que
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consiste de aminoicido, éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato

(NITSCHKE e PASTORE, 2002).

2.2.3.2. Glicolipideos

Os biossurfactantes mais conhecidos pertencem ao grupo dos glicolipideos, que sdo
formados por uma longa cadeia de acidos alifaticos ou hidroxi-acidos ligados a uma ou duas
moléculas de raminose. Jarvis e Jonhson (1949) estudaram, pela primeira vez, a producdo de
glicolipideos contendo raminose, utilizando Pseudomonas aeruginosa (DESAI e BANAT,
1997).

Na Figura 2.6 estdo representados os raminolipideos do tipo I, L-ramnosil-L-
ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, e do tipo II, L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato, que sdo os principais glicolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa.

Os soforolipideos, que sdo produzidos principalmente por leveduras, consistem em
uma molécula de soforose ligada a uma longa cadeia de 4cido graxo hidroxilado, como mostra
a Figura 2.7 (DESAI e BANAT, 1997). Entre as leveduras, as espécies de Candida t€m sido
amplamente utilizadas na producao de biossurfactantes a partir de fontes de carbono soluvel e

insoluvel (SARUBBO, LUNA e CAMPOS-TAKAKI, 2006).
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Figura 2.6 — Estruturas dos raminolipideos dos tipos I (A) e II (B) de Pseudomonas
aeruginosa (DESAI e BANAT, 1997; BORGES, 2011).
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Figura 2.7 — Estrutura de um soforolipideo de Torulopsis bombicola (DESAI e BANAT,
1997; BORGES, 2011).
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Em comparagdo com outros biossurfactantes, como os raminolipideos que sdo
produzidos por microrganismos patogénicos, os soforolipideos podem ser produzidos em
grandes quantidades por espécies de Candida nao-patogénicas. Além disso, podem ser
produzidos utilizando matérias-primas fermentativas de baixo custo, tais como gordura
animal, soro de queijo desproteinizado, melaco de soja, 6leo residual de restaurante e outras,
para reduzir o custo de producio (DAVEREY e PAKSHIRAJAN, 2009). Os soforolipideos
podem diminuir a tensdo superficial e interfacial, porém ndo sdo agentes emulsionantes

eficazes (DESAI e BANAT, 1997).

2.2.3.3. Propriedades gerais e aplicacoes dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam diversas fungdes fisioldgicas, tais como (NITSCHKE
e PASTORE, 2002):

e emulsificacdo e solubilizagao de compostos insoldveis em agua;

e transporte de hidrocarbonetos;

e atividade antibidtica;

e aderéncia e liberagdo da célula a superficie: os microrganismos podem utilizar
surfactantes ligados a sua parede celular com o intuito de aderir ou se desligar de um
determinado local, conforme sua necessidade, buscando ambientes com maior
disponibilidade de nutrientes.

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, a maioria dos
biossurfactantes reduz a tensdo superficial do meio aquoso. Essa tensdo superficial € o
aumento das forcas atrativas intermoleculares na superficie do meio (BORGES, 2011). Além
disso, alguns destes compostos apresentam elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser
utilizados em ambientes com condicdes mais drasticas; sdo facilmente degradédveis, tornando-
os adequados para aplicagdes como biorremediacdo e tratamento de residuos; e possuem
baixa toxicidade, podendo ser utilizados em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos
(NITSCHE e PASTORE, 2002).

Biossurfactantes t€ém aplicacdes extensivas em muitos setores tais como petroleo,
cosméticos, detergentes, firmacos, mineracdo e metalurgia, protecdo ambiental, entre outros.
Eles podem ser usados como emulsionantes, molhantes, agentes dispersantes e espumantes. O

Quadro 2.4 apresenta algumas destas aplicagdes.
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Quadro 2.4 — Func¢des dos biossurfactantes e suas aplicacdes (BANAT, MAKKAR e
CAMEOTRA, 2000).

Funcoes

Campos de aplicacido

Emulsionantes e dispersantes

Cosméticos, tintas, biorremediagdo, dleos

e alimentos

Solubilizantes

Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes

Produtos de limpeza e agricultura

Agentes espumantes

Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo

de minérios

Agentes espessantes

Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais

Mineracgio

Formadores de vesiculas

Cosméticos e sistemas de liberacdo de

drogas

Estimuladores de crescimento microbiano

Tratamento de esgoto para residuos

oleosos, fermentacgao

Demulsificantes

Tratamento de residuos e recuperacdo de

petroleo

Redutores de viscosidade

Transporte em tubulagdes e oleodutos

Dispersantes

Misturas carvdo-agua e calcario-agua

Fungicidas

Controle biologico de fitopatégenos

2.2.3.4. Producao de biossurfactantes

A producdo de um biossurfactante envolve as etapas de concentracdo, recuperagdo e
purificacdo do produto final. Esta producdo € influenciada pelas fontes de carbono e
nitrogénio, concentracdes de fésforo, manganés e ferro no meio, além das condi¢des de
cultivo, como pH, temperatura e agitagcdo (BORGES, 2011).

Virias fontes diferentes de nitrogénio como nitrato, amdnia e ureia tém sido
utilizadas para a producdo de biossurfactantes, sendo nitrato a melhor fonte de nitrogénio para
a indugdo da sintese desses compostos. A fonte de carbono € importante no processo de

fermentagdo, pois fornece caracteristicas a estrutura do biossurfactante, e pode ser escolhida

pelo custo e pela forma de aplicabilidade que pretende utilizar o produto final. Entre as fontes
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de carbono disponiveis, pode-se citar glicose, glicerol, alcanos, Oleos vegetais, biomassas
lignoceluldsicas e outras (HENKEL et al., 2012).

Benincasa e Accorsini (2008) estudaram a produc¢do de raminolipideos de P.
aeruginosa a partir de residuos da producdo de 6leo de girassol em diferentes condigdes,
como um sistema integrado de plantas de refinaria de 6leo vegetal, e obtiveram até 7 g/L de
raminolipideo.

Silva et al. (2014) avaliaram a producdo de biossurfactante em diferentes substratos
de baixo custo utilizando quatro espécies de Pseudomonas: P. cepacia, P. acidovorans, P.
picketti e P. fluorescens. O melhor resultado obtido foi com P. cepacia em meio mineral
suplementado com 2,0 % de dgua de maceracdo de milho e 2,0 % de 6leo de fritura residual,
durante 144 h a 30 °C e agitacdo de 200 rpm. A tensdo superficial do meio foi reduzida para
27,57 mN/m ao final do cultivo, obtendo-se 5,2 g/L. de biossurfactante.

Gudifia et al. (2015) utilizaram substratos de baixo custo para a producdo de
biossurfactante de P. aeruginosa. A producdo mais elevada (3,2 g/L) foi obtida utilizando
meio de cultura composto por melaco de cana-de-acucar e 4gua de maceracdo de milho. O
biossurfactante reduziu a tensdo superficial da 4gua até 30 mN/m e apresentou atividade
emulsificante de 60%.

O uso de efluentes gordurosos resultantes do abate de aves e suinos como substrato
para producdo de raminolipideo foi estudado por Borges et al. (2015), e obtiveram 5,37 g/L. de

biossurfactante, tensao superficial de 25,6 dyna/cm e indice de emulsificacdo de 100%.

2.3. ASSOCIACAO DE REDES NEURAIS E METODOS HEURISTICOS NA
OBTENCAO DE CONDICOES OTIMAS DE FERMENTACAO

As redes neurais artificiais foram desenvolvidas na década de 40, inspiradas no
funcionamento das redes neurais. Os primeiros estudos se referem ao desenvolvimento de um
modelo de neurdnio artificial, como representado na Figura 2.8. Esta figura mostra duas
representacdes para um neurdnio artificial que recebe informagdes x1, Xa,...,Xn € a partir destas
informacdes gera uma resposta y. Neste neurdnio v (soma das informacdes recebidas
multiplicadas pelos pesos wi, wa,...,wn € somada a uma tendéncia b) € o potencial de ativacdao
e f € uma funcdo de ativacdo que quando calculada a partir do valor do potencial de a¢do gera

a resposta de interesse (COUTINHO FILHO, 2015).
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Figura 2.8 — Rede neural artificial (COUTINHO FILHO, 2015).

Matematicamente: v = wy X X; + Wy X X + -+ W, X X, + b = YZ%w; X x; + b,
ouseja,y = f(TZTw; X x; + b) = f(v).

Este modelo foi inicialmente desenvolvido por McCulloch e Pitts (1943) e ampliada
por Frank Rosenblatt (1958) quando ficou conhecido como perceptron. Embora seja uma
representacio extremamente simplificada de neurdnios, pode ser feito o uso da associacdo de
neurdnios que segue este modelo de forma a gerar redes de neurdnios. Redes maiores e mais
complexas se tornam aproximadores universais, pois com um nimero adequado de neurdnios
possibilitam aproximar qualquer fun¢dao (COUTINHO FILHO, 2015).

Se uma rede neural ja estiver validada, torna-se necessario, associar a esta rede,
métodos capazes de buscar respostas de interesse, que constituem uma fungdo objetivo que
precisa ser minimizada ou maximizada. A utiliza¢do de redes neurais na otimizagdo pode ser
realizada pelo uso de métodos heuristicos como os enxames inteligentes, que representam
uma busca de otimizacdo que pode ser utilizada tanto no ajuste da rede quanto no uso da
mesma, sendo que cada um destes usos tem um objetivo distinto de otimizagdo. O objetivo da
otimizacdo € encontrar uma solugcdo Otima para um problema que satisfaca uma ou mais
fungdes objetivo possivelmente sujeitas a um conjunto de restricdes (COUTINHO FILHO,
2015).

A Inteligéncia de Enxame ou Swarm Intelligence (SI) pode ser definida como a
capacidade coletiva de animais sociais de resolverem problemas como resultado direto de
auto-organizacdo, no qual a interagdo dos componentes (seres) em baixo nivel (interacdo
individual entre os componentes) gera uma dindmica global que pode ser chamada de
inteligéncia (COUTINHO FILHO, 2015). Ha diversos tipos de SI, como:

e Evolutionary Algorithms (i.e., The Genetic Algorithm — GA);
e Particle Swarm Optimization (PSO);

e Artificial Bee Colony Optimization (ABCoptim);

e Ant Colony Optimization (ACO).
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Os métodos de enxame citados (GA, PSO, ABCoptim, ACO) inspiram-se em formas
que seres vivos sociais ou parte de sistemas vivos caminham em direcdo a uma solugado dita
otima ou otimizada. A diferenca chave entre os métodos de enxame de otimizacdo (SOM) ¢ a
busca direta do 6timo (MBD) vem do fato que os SOM geram uma populagdo de solugdo para
cada iteracdo e ndo uma unica solucdo como sdo os casos dos MBD (COUTINHO FILHO,
2015).

Auto-organizagdo representa um dos principios dos SI e tem como base quatro
elementos:

e Feedback positivo: conjunto de regras simples que, combinadas, geram estruturas de
organizacao;

e Feedback negativo: gera um mecanismo de contrabalanco do feedback positivo (pode
ser, por exemplo, critérios de limitacdo de busca a cada iteragdo);

e Aleatoriedade: gera incerteza que leva a descoberta de novos caminhos ou solugdes e,
também, reduz o efeito do feedback positivo;

e Interacdes multiplas entre os elementos da populagdo (individuos).



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os microrganismos, as biomassas e 0s materiais
utilizados nos experimentos, bem como a descri¢cdo detalhada dos procedimentos adotados
para producao de etanol e biossurfactante. Na Figura 3.1 € apresentado um fluxograma com as

principais etapas realizadas para o desenvolvimento deste trabalho.

BIOMASSA E
DERIVADO DE
BIOMASSA
PRODUCAO DE ETANOL i PRODUCAO
E BIOSSURFACTANTE PRODUGAO DE DE ETANOL
DE CELULOSE BIOSSURFACTANTE DE CELULOSE
DE CELULOSE E
DERIVADO DE
CELULOSE
. Hidroli
Co-fermentacio de en;irll?a:isfa
—>| S cerevisiae e ‘ separada da
P aeruginosa 1 P <
fermentacdo
FES de l
4. niger em Fermentacéo
Co-fermentacio de diferentes ocom Concentracdo do
——> S cerevisiae e biomassas acido levulinico EEB ¢ hidrolise
C. glaebosa separada da
fermentagio
FS de S. cerevisiae
e C. glaebosa Variacdo da
em diferentes composicio do
biomassas meio de FES

Figura 3.1 — Fluxograma ilustrativo das etapas desenvolvidas neste trabalho.

3.1. MICRORGANISMOS

O fungo Aspergillus niger ATCC 16404 adquirido da Colecao de Cultura Tropical da
Fundag¢do André Tosello (Campinas, SP — Brasil) foi utilizado nas fermentagdes em estados
sOlido (FES) para producdo de extratos enziméticos brutos (EEB) e para investigacdo da
producdo de biossurfactante. Para a preservacdo, o fungo foi repicado em placas de Petri

contendo meio de cultura Batata Glicose Agar (PDA), de composicao descrita na Tabela 3.1



CAPITULO 3 — MATERIAL E METODOS 29

(DSMZ, 2017), conservado sob refrigeracdo (5 + 1°C) e renovado por cultivo a cada 20 dias

para manuteng¢do da cultura.

Tabela 3.1 — Composi¢dao do meio PDA.

PDA (g/L)
Infusdo de batatas 200,0
Glicose 20,0
Agar 15,0

A levedura utilizada para as fermentacOes alcodlicas foi a cepa Saccharomyces
cerevisiae Y904, produzida pela Mauri Brasil Ind. Com. Ltda, na forma liofilizada, sendo
estocada sob refrigeracdo (5 = 1°C) em embalagem fechada.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 foi utilizada para a producio de
biossurfactante. Esta bactéria € oriunda da Colecdo de Cultura Tropical da Fundacdo André
Tosello (Campinas, SP — Brasil) e foi mantida em tubos de ensaio com meio inclinado, cuja
composi¢do € apresentada na Tabela 3.2. A incubacio foi realizada por 48 horas em estufa a

30 = 1°C e, posteriormente, os cultivos foram mantidos sob refrigeracdo (5 = 1°C).

Tabela 3.2 — Composi¢ao do meio de cultura para manuten¢do da Pseudomonas aeruginosa.

Componentes Concentracao (g/L)
Sacarose 20,0
Extrato de carne 3,0
Peptona de carne bacterioldgica 5,0
Agar 20,0

A levedura Candida glaebosa 175, da colecdo de culturas da Divisdo de Recursos
Microbianos do Centro Pluridisciplinas de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/Unicamp), foi utilizada no estudo de produgao
de biossurfactante. A levedura foi preservada em frascos de penicilina, em ultrafreezer a
-70°C, contendo meio padrdo de levedura, conforme composi¢do descrita na Tabela 3.3, e

glicerol a 50% (v/v).
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Tabela 3.3 — Composi¢ao do meio de cultura para manutencdo da Candida glaebosa.

Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 20,0
Peptona 5,0

Extrato de levedura 3,0

3.2. BIOMASSAS

As biomassas utilizadas neste trabalho foram: bagaco de cana-de-agtcar ndo tratado
(in natura); bagago de cana tratado com explosdo a vapor em condi¢des de baixa severidade
(12 kgf/cm?, 8 min), gentilmente cedido pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
Piracicaba/SP; farelo e casca de arroz, adquiridos em uma beneficiadora da regido
(Uberlandia/MG); sabugo de milho triturado e farelo de trigo, obtidos no mercado local de
abastecimento de alimentos; e sorgo biomassa, cedido pela Embrapa.

As biomassas utilizadas nas fermentacdes em estado sélido (FES) foram bagaco de
cana explodido, farelo de arroz, sabugo de milho e farelo de trigo.

As biomassas utilizadas nas fermentacdes submersas (FS) foram bagaco de cana
explodido, bagaco de cana in natura, casca de arroz, sabugo de milho e sorgo biomassa. Estas
biomassas, com excecdo do bagaco de cana explodido, foram tratadas com &4cido diluido
H>SO4 2% por 30 min em autoclave a 121°C, com uma carga de sdlidos de 5% (p/v)
(DAVILA et al., 2014). Posteriormente, as biomassas foram lavadas com 4gua destilada por
duas vezes e logo em seguida secas em estufa a 50 °C e armazenadas em temperatura
ambiente (30 °C £ 2°C).

Nas Figuras 3.2 e 3.3 sdo apresentadas as biomassas utilizadas neste trabalho.

Figura 3.2 — Imagem ilustrativa das biomassas bagaco de cana, casca de arroz, sabugo de
milho e sorgo biomassa, tratadas com H>SO4 diluido.
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Figura 3.3 — Imagem ilustrativa das biomassas bagaco de cana explodido (a), farelo de arroz
(b), sabugo de milho (c) e farelo de trigo (d).

3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A seguir, serdo descritas as etapas dos processos fermentativos realizados para o

estudo da producao de etanol e biossurfactante.

3.3.1. Fermentacoes

Neste trabalho foram realizados dois tipos de fermentagdes: fermentacdo em estado
sOlido (FES) e fermentacdo submersa (FS). A FES foi utilizada para producdo de extrato
enzimético bruto (EEB) e biossurfactante, na qual foi utilizado o fungo Aspergillus niger.
Além disso, foram realizadas FSs empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae, para
producdo de etanol, e Candida glaebosa, para producdo de biossurfactante, e a bactéria

Pseudomonas aeruginosa, para producdo de biossurfactante.
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3.3.1.1. Fermentacao em estado sélido (FES)

A FES foi realizada em trés etapas sequenciais: preparo do inéculo, fermentacdo
solida e extracao.

O preparo do indéculo para a FES foi realizado em reatores conicos de 500 mL de
volume, cada um contendo 100 mL de meio de cultura Czapek liquido (DSMZ, 2017),
conforme composi¢do: glicose (20,0 g/L), NaNOs (2,0 g/L); KoHPO4 (1,0 g/L); MgSO4 (0,5
g/L); KCI1 (0,5 g/L); FeSO4 (0,01 g/L). O meio de cultura foi previamente esterilizado em
autoclave a 1,0 atm por 20 min. Esporos do fungo A. niger, obtidos da raspagem de uma placa
de petri contendo o fungo em estudo, foram inoculados nos reatores, que continham tampao
de algoddo envolto com gaze. O meio inoculado foi mantido sob agitacdo a 120 rpm, por 48 h
e em temperatura ambiente (30 * 2°C). Apds essa etapa, as células geradas foram
centrifugadas e ressuspensas em 40 g de 4gua destilada estéril, obtendo uma concentragcdo
celular da ordem de 10° esporos/g (FISCHER, 2014). Logo em seguida, estas células foram
utilizadas na FES.

As fermentacdes sélidas para producdo de enzimas e biossurfactantes foram realizadas

em reator estitico (frascos conicos de 500 mL de volume) com 40 g de substrato e 40 g de
agua com células de A. niger centrifugadas, obtidas do in6culo (etapa anterior). A composi¢ao
do substrato s6lido e o tempo de fermentacdo foram definidos em cada experimento.

A extracdo das enzimas e do biossurfactante foi realizada utilizando 100 mL de meio
extrativo, que foi definido e descrito em cada experimento. Os meios extrativos estudados
foram agua destilada estéril, solugdo de Tween 80 a 1% em agua destilada, indculo de
Pseudomonas aeruginosa com auséncia das células, denominado solu¢do de raminolipideo a
0,4%, e in6culo de Candida glaebosa com auséncia das células. Apds adigdo do meio
extrativo, o meio s6lido fermentado foi agitado com auxilio de um bastao de vidro e filtrado,
obtendo-se o extrato enzimatico bruto (EEB).

Para o preparo do indculo de P. aeruginosa, foi utilizado meio de cultura, conforme
composi¢ao: glicose (10,0 g/L); extrato de levedura (11,0 g/L); NH4NOs3 (5,7 g/L);
MgSO047H20 (0,2 g/L); Na,HPOs (7,0) e KH2PO4 (3,0 g/L), previamente esterilizado em
autoclave a 1,0 atm por 20 min. Um tubo de ensaio contendo a P. aeruginosa foi inoculado
em erlenmeyer de 250 mL de volume, com tampao de algoddo envolto em gaze, contendo 100
mL do meio de cultura. O meio inoculado foi mantido em mesa agitadora a 120 rpm, por 48 h
em temperatura ambiente (30 £ 2°C). Apds 48 h, o inéculo foi centrifugado para ser usado

como meio extrativo com auséncia das células.
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O in6culo de Candida glaebosa foi preparado em erlenmeyer de 250 mL de volume,
com tampao de algoddo envolto em gaze, contendo 100 mL de meio de cultura, de
composi¢ao descrita na Tabela 3.3, previamente esterilizado em autoclave a 1,0 atm por 20
min. Foram retirados 2 mL da levedura preservada em frascos de penicilina, com auxilio de
seringa estéril, e inoculados no meio de cultura. O meio inoculado foi mantido em mesa
agitadora a 120 rpm, por 48 h em temperatura ambiente (30 = 2°C). Apds 48 h, o in6culo foi

centrifugado para ser usado como meio extrativo com auséncia das células.

3.3.1.2. Fermentacao submersa (FS) para producao de etanol e biossurfactante

Para a producdo de etanol e biossurfactante, as FS foram realizadas em reatores
conicos estaticos de 250 mL de volume, contendo 100 mL de EEB gerado na FES, substrato
s6lido e microrganismo.

As fermentagdes foram conduzidas em mesa agitada a 120 rpm, com controle de
temperatura, e as condi¢des operacionais (substrato e microrganismo) foram definidas em
cada experimento. Em todas as fermentacdes submersas foi feita a suplementacdo com
nutrientes nas concentragdes (g/L): KH2PO4 5,0, MgSO4 1,0, NH4Cl 1,0, KCI 5,0 e extrato de

levedura 6,0.

3.3.2. Avaliacdo da producio simultinea de biossurfactante e etanol de P. aeruginosa e

S. cerevisiae

Avaliou-se a producdo conjunta de biossurfactante e de etanol pelo uso de diferentes
extratos enziméticos brutos gerados por FES de Aspergillus niger. Estes EEB obtidos foram
produzidos a partir de diferentes combinagdes de meio s6lido composto de bagaco de cana
explodido, sabugo de milho triturado e farelo de arroz.

O EEB utilizado foi obtido por FES de 72 h a 30°C pela adiciio de 10° células/g de A.
niger ressuspensas em 40 g de dgua destilada estéril, gerando uma umidade de 50% no meio
solido da FES. As fermentagdes foram realizadas em reator cOnico estatico com 0s meios
FES1 e FES2 de composicdo apresentada na Tabela 3.4 e propor¢do das biomassas baseada

no trabalho de Fischer et al. (2014).
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Tabela 3.4 — Meios da FES.

Meio Caracteristicas
FES1 40% de bagaco de cana explodido, 60% de farelo de arroz
FES2 40% de sabugo de milho, 60% de farelo de arroz

Foram produzidos nove extratos enzimaticos (E1 a E9) diferentes entre si na
composi¢cdo do meio extrativo e quantidade de meio s6lido utilizado na extragdo, conforme
mostra a Figura 3.4 e Tabela 3.5. Na extracdo simples (S) de 40 g de meio de uma FES, 100
mL de meio extrativo foram adicionados ao reator cdnico, onde foi realizada a fermentacéo.
Ap6s adi¢do do meio extrativo, o meio solido fermentado foi agitado com auxilio de um
bastdo de vidro e filtrado, obtendo-se 100 mL de extrato enzimatico bruto (EEB). Para
extracdo dupla (D), 100 mL de meio extrativo foram utilizados para extra¢do de 80 g de meio
sOlido, ou seja, extracdo de duas FESs, cada uma contendo 40 g de meio sdlido e obtencdo ao
final de 100 mL de EEB. Para extracao tripla (T), o mesmo procedimento foi realizado para
extracdo de 120 g de meio sélido, ou seja, extracdo de trés FESs, cada uma contendo 40 g de

meio sélido, e obtencdo de 100 mL de EEB ao final do procedimento.

a) 100 mL de j

meio extrativo .

I ——> 100 mL
b)100 mL d de EEB
mL de ﬁ

meio extrativo
. L > 100 mL
de EEB

c) 100 mL de j

meio extrativo .

_I_ — 100 mL
de EEB

Figura 3.4 — Extratos enziméticos brutos (EEB) gerados com extragcdo simples (S, item a),
dupla extracao (D, item b) e tripla extracdo (T, item c).
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Tabela 3.5 — Extratos enzimaticos brutos (EEB) gerados por fermentacido em estado sélido

(FES).

EEB Meio da FES? FES (g)® Meio extrativo®
El 100% FES1 40 100% TW
E2 100% FES1 40 50% TW + 50% RH
E3 100% FES1 40 100% RH
E4 100% FES2 40 100% RH
ES5 50% FESI1, 50% FES2 80 100% RH
E6 100% FES1 80 100% RH
E7 100% FES2 80 100% RH
E8 100% FES1 120 100% RH
E9 100% FES2 120 100% RH

2FES1: 40% de bagaco de cana explodido, 60% de farelo de arroz. FES2: 40% de sabugo de
milho e 60% de farelo de arroz.

P Quantidade de meio solido utilizado para produzir 100 mL de EEB apds a extracdo da
enzima obtida em FES.

¢TW e RH representam tween 80 a 1% e raminolipideo a 0,4%, respectivamente.

As fermentacOes submersas foram realizadas para os nove extratos enzimaticos
gerados em duas sequéncias de experimentos. Foi inicialmente testada a substituicdo do tween
80 1% por raminolipideo 0,4%, proveniente do in6culo de P. aeruginosa centrifugado
(extratos E1 a E3), e, sequencialmente, avaliados os extratos enziméaticos E3 a E9 obtidos com

o uso do meio extrativo de raminolipideo 0,4%

Em todas as fermentagdes, foi utilizado 100 mL de cada extrato enzimatico bruto
distinto, 250 g/LL de bagaco de cana-de-acicar explodido, 30 g/L de Saccharomyces
cerevisiae, 25 mL de inéculo de Pseudomonas aeruginosa (10° células/mL) e nutrientes nas

concentracoes descritas no item 3.3.1.2.
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3.3.3. Avaliacao da producao simultanea de biossurfactante e etanol de C. glaebosa e S.

cerevisiae

Neste estudo, foram realizados testes visando a producdo simultinea de
biossurfactante e etanol, utilizando as leveduras C. glaebosa e S. cerevisiae em co-
fermentacdo com o extrato enzimatico E6 (condi¢do estudada no item 3.3.2)

A fermentacdo submersa foi conduzida por 48 horas em reator coOnico sob mesa
agitada a 120 rpm, 30 g/L de S. cerevisiae, 25 g de dgua com células de C. glaebosa (10°
células/g), 100 mL de EEB e suplementacdo com nutrientes nas concentracdes descritas no

item 3.3.1.2.

O EEB (E6) foi obtido da extracdo de duas FES (Figura 3.4, item b) de bagaco de cana
tratado com explosdo de vapor (40%), farelo de arroz (60%), durante 72 h, ou seja, cada
reator contendo 40 g de meio solido e 40 g de dgua com células de A. niger centrifugadas. O
meio extrativo utilizado foi in6culo de Candida glaebosa na auséncia das células, realizado

com meio de cultura descrito anteriormente na Tabela 3.3, durante 48 h.

3.3.4. Avaliaciao da producao de biossurfactante em FES utilizando A. niger

Com os estudos anteriores (itens 3.3.2 e 3.3.3), verificou-se que no EEB havia
biossurfactante produzido durante a FES. Por isso, investigou-se esta producdo com o uso de
A. niger em FES. Para este estudo, foram realizadas quatro fermentacdes em estado solido
com os meios FES A, FES B, FES C e FES D de composicao apresentada na Tabela 3.6. Cada
uma das FES foi realizada em reatores conicos estaticos de 500 mL de volume, a 30 °C,
adicdio de 40 g de 4gua destilada estéril com células de A. niger (10° células/g), nos tempos de
24, 48, 72 e 96 horas. O meio extrativo utilizado foi dgua destilada estéril e o EEB obtido foi

analisado para verificar a produ¢do de biossurfactante.

Tabela 3.6 — Meios da FES.

Meio Caracteristicas
FES A 40% de bagaco de cana explodido, 60% de farelo de arroz
FES B 40% de farelo de trigo, 60% de farelo de arroz
FES C 40% de casca de arroz tratada”, 60% de farelo de arroz
FESD 40% de casca de arroz in natura, 60% de farelo de arroz

“Casca de arroz tratada com H>SO4 2%
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Ap0s, analise dos melhores meios de FES para producio de biossurfactante, os meios
FES A e FES B foram escolhidos para serem usados para producdo de etanol em FS com

bagaco de cana explodido e S. cerevisiae.

3.3.5. Producao de etanol e biossurfactante com casca de arroz tratada

Neste estudo foram realizados testes para avaliar a producdo de etanol e
biossurfactante, utilizando casca de arroz tratada com H2SOs4 2% na fermentacdo submersa
(Tabela 3.7). A primeira etapa teve como objetivo a produ¢do de EEB, obtido de FES A de 72
h, contendo 40 g de meio sélido (40% de bagaco de cana explodido e 60% de farelo de arroz)
e 40 g de 4gua com células de A. niger (10° células/g) centrifugadas. O meio extrativo
utilizado foi agua destilada estéril.

A FS foi conduzida com 100 mL de EEB, 30 g/L de S. cerevisiae, 25 g de agua
destilada estéril com células de C. glaebosa (10° células/g) centrifugadas e casca de arroz
tratada. Cada fermentacdo submersa foi realizada com ajuste de pH, tempo e quantidade de
casca de arroz descritos na Tabela 3.6, e suplementada com nutrientes nas concentracoes

descritas no item 3.3.1.2.
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Tabela 3.7 — Descri¢ao das condi¢des dos ensaios com variacdo do pH, tempo e quantidade de
casca de arroz para as fermentacdes submersas.

Ensaio pH Tempo (dias) g Casca/100 mL EEB
1 3 2 5
2 3 4 5
3 3 6 5
4 5 2 5
5 5 4 5
6 5 6 5
7 7 2 5
8 7 4 5
9 7 6 5
10 3 2 10
11 3 4 10
12 3 6 10
13 5 2 10
14 5 4 10
15 5 6 10
16 7 2 10
17 7 4 10
18 7 6 10
19 3 2 15
20 3 4 15
21 3 6 15
22 5 2 15
23 5 4 15
24 5 6 15
25 7 2 15
26 7 4 15
27 7 6 15




CAPITULO 3 — MATERIAL E METODOS 39

3.3.6 Producio de etanol e biossurfactante com diferentes biomassas tratadas

Nesta etapa do trabalho foram avaliadas diferentes biomassas tratadas com H2SO4 2%
(bagaco de cana, sabugo de milho triturado, sorgo biomassa, casca de arroz) e bagaco de cana
tratado com explosdo a vapor. Estas biomassas foram utilizadas em fermenta¢des submersas
para producido de etanol e biossurfactante de forma simultinea.

Para a producgdo de etanol e biossurfactante, foram realizadas fermentacdes em estado
s6lido com os meios FES A e FES B de composicao apresentada na Tabela 3.6, apresentada
no item anterior, para obten¢do do EEB. Cada uma das FES foi realizada em reatores conicos
estaticos de 500 mL de volume, a 30 °C, adicdo de 40 g de 4dgua destilada estéril com células
de A. niger ( 10° esporos/g), nos tempos de 72 e 96 horas. O meio extrativo utilizado foi d4gua
destilada estéril e o EEB obtido foi utilizado nas fermentacGes submersas.

As FS foram conduzidas em reatores conicos de 250 mL de volume contendo 100 mL
de EEB, 250 g/L de biomassa tratada, 30 g/L de S. cerevisiae, 25 g de dgua destilada estéril
com células de C. glaebosa (10° células/g) centrifugadas e nutrientes (composi¢do descrita no
item 3.3.1.2), como ilustra a Figura 3.5. Além disso, as FS foram realizadas em mesa

agitadora a 120 rpm e 30°C durante 48 horas.

Figura 3.5 — Reatores cOnicos utilizados para fermentagao submersa com bagaco de cana
explodido e biomassas tratadas com H2SO4 2% — bagaco de cana, casca de arroz, sorgo
biomassa e sabugo de milho triturado, respectivamente.
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3.3.7. Avaliacao da producao de biossurfactante a partir de acido levulinico

Estudou-se a producgdo de biossurfactante a partir de 4cido levulinico (AL), que ¢ uma
substancia derivada de biomassa celul6sica, utilizando Pseudomonas aeruginosa. Um teste
preliminar foi realizado com duas fermentagdes liquidas: uma com meio composto por 15 g/L
de glicose, minerais e 0,3 g/LL de P. aeruginosa, e outra composta por 15 g/LL de AL, minerais
e 0,3 g/l de P. aeruginosa. O objetivo deste teste preliminar foi verificar a possibilidade de
producdo de biossurfactante a partir de AL como fonte de carbono e comparar os resultados
obtidos para cada fermentacdo.

As duas fermentacdes liquidas foram conduzidas em reator conico de 250 mL de
volume, contendo, em ambas, 100 mL de meio mineral constituido por 0,1 % KH2POs4; 0,1 %
K2HPO4; 0,02% MgSO4-7H20; 0,002% CaClz-2H20; 0,005 % FeCls-6H20 e 0,2 % NaNO3
(SILVA et al., 2010), em mesa agitadora a 120 rpm e 30 °C, durante 72 horas.

Na sequéncia aos testes preliminares, utilizou-se métodos estatisticos para otimizar os
resultados. Entre os métodos estatisticos, escolheu-se o Delineamento Composto Central
(DCC), que € um projeto amplamente utilizado, praticavel e eficiente para estudar os efeitos
de interacdo dos componentes do meio em fermentacdes microbianas. A partir dos estudos
preliminares, verificou-se que a concentracdo do AL (fonte de carbono), o pH, a concentragdo
de NaNOs (fonte de nitrogénio) e o indculo de P. aeruginosa sao fatores significativos e que
influenciam a producdo de biossurfactante. Assim, estas quatro varidveis foram escolhidas
para a otimizacdo (ANTHONY et al., 2016).

Um Delineamento Composto Central (DCC), contendo 26 experimentos sendo 16
pontos fatoriais (experimentos 1 a 16), 8 pontos rotacionais (experimentos 17 a 24) e 2 pontos
centrais (experimentos 25 e 26), foi conduzido para otimizar as varidveis selecionadas para
producdo maxima de raminolipideo. Os valores centrais fixos para a producdo de
raminolipideo foram 0,6 g/L. de P. aeruginosa, 20 g/L. de AL, 2 g/L. de NaNOs e pH 6,0. A
Tabela 3.8 mostra o plano experimental. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e a concentracdo de raminolipideo foi modelada pelo uso de redes neurais,
utilizando o software AMORE da linguagem R. O modelo de rede neural obtido foi utilizado
para avaliar as condi¢Oes Otimas por otimizacdo heuristica, utilizando o software ABCoptim

da linguagem R (ANTHONY et al., 2016).
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Tabela 3.8 — Delineamento Composto Central.

Experimentos X1 X2 X3 X4
P. aeruginosa AL NaNO3 pH
1 -1 (0,4 g/L) -1 (15 g/L) -1 (1,25 g/L) -1(4,5)
2 -1 (0,4 g/L) -1 (15 g/L) -1 (1,25 g/L) 1(7,5)
3 -1 (04 g/L) -1 (15 g/L) 1(2,75 g/L) -1(4,5)
4 -1 (04 g/L) -1 (15 g/L) 1(2,75 g/L) 1(7,5)
5 -1 (04 g/L) 1 (25¢g/L) -1(1,25 g/L) -1(4,5)
6 -1 (0,4 g/L) 1 (25 ¢g/L) -1(1,25 g/L) 1(7,5)
7 -1 (0,4 g/L) 1 (25 ¢g/L) 1(2,75 g/L) -1(4,5)
8 -1 (04 g/L) 1 (25¢g/L) 1(2,75 g/L) 1(7,5)
9 10,8 g/L) -1 (15 g/L) -1 (1,25 g/L) -1(4.,5)
10 10,8 g/L) -1 (15 g/L) -1(1,25 g/L) 1(7,5)
11 10,8 g/L) -1 (15 g/L) 1(2,75 g/L) -1(4,5)
12 1(0,8 g/L) -1 (15 g/L) 1(2,75 g/L) 1(7,5)
13 1(0,8 g/L) 1 (25¢g/L) -1(1,25 g/L) -1(4,5)
14 1(0,8 g/L) 1(25¢g/L) -1(1,25 g/L) 1(7,5)
15 10,8 g/L) 1(25¢g/L) 1(2,75 g/L) -1(4,5)
16 10,8 g/L) 1(25¢g/L) 1(2,75 g/L) 1(7,5)
17 -2(0,2 g/L) 0 (20 g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
18 +2 (1,0 g/L) 0 (20 g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
19 0 (0,6 g/L) -2 (10 g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
20 00,6 g/L) 2 (30 ¢g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
21 00,6 g/L) 0 (20 g/L) -2 (0,5 g/L) 0(6,0)
22 0 (0,6 g/L) 0 (20 g/L) 2(3,5¢g/L) 0 (6,0)
23 0 (0,6 g/L) 0 (20 g/L) 0@2glL) -2 (3,0)
24 0 (0,6 g/L) 0 (20 g/L) 0@2gL) 29,0
25 0 (0,6 g/L) 0 (20 g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
26 0 (0,6 g/L) 0 (20 g/L) 0@2glL) 0 (6,0)
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3.3.8. Avaliacao da hidrolise enzimatica separada da fermentacido alcodlica para

producao de etanol

Este estudo teve como objetivo avaliar a producdo de etanol sem a presenca de
microrganismos produtores de biossurfactante na fermenta¢do submersa, visando aumentar a
producdo de etanol. Avaliou-se a produ¢dao de E2G com hidrélise enzimatica e fermentagao
alcoolica realizadas separadamente (SHF). O EEB foi produzido por FES A realizada durante
72 horas a 30 °C, em reator conico estatico de 500 mL de volume, contendo 40 g de meio
sOlido (40 % de bagaco de cana tratado com explosdo a vapor e 60 % de farelo de arroz) e 40
g de 4gua destilada estéril contendo células de A. niger (10° células/g). O meio extrativo
utilizado foi de 100 mL de solucdo de Tween 80 a 1%, que é um método tradicional para
extracdo de enzimas. Apoés a fermentacio, o meio foi filtrado e o EEB gerado foi utilizado nas
fermentagdes submersas seguintes.

As hidroélises enzimaticas foram realizadas em mesa agitadora com rotagao de 120
rpm, com 250 g/L. de bagaco de cana explodido em reator conico de 250 mL de volume,
contendo 100 mL de EEB. O primeiro estudo realizado foi com hidrélise enzimatica a 30 °C
em pHs de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5, durante 6 horas de hidrolise. Os pH foram ajustados
com solucdo de NaOH 1M e HCI IM. Apods este tempo, o meio foi suplementado com
nutrientes (composicdo descrita no item 3.3.1.2), a levedura S. cerevisiae (30 g/L) foi
adicionada ao meio e a fermentagdo alcodlica foi realizada durante 48 horas. Apos definicao
do pH, testou-se diferentes tempos de hidrdlise: 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas. Neste estudo, a
hidrolise enzimatica também foi realizada a 30 °C e em pH definido no experimento anterior.
Na tltima etapa desse estudo, avaliou-se diferentes temperaturas de hidrélise enzimatica: 30,

40 e 50°C.

3.3.9. Estudo da concentracao do extrato enzimatico bruto para producio de etanol

Neste estudo, avaliou-se o uso de extratos enzimaticos brutos concentrados de A.
niger, produzidos por FES, para producdo de etanol. Os EEB foram concentrados por
evaporacdo a vacuo, utilizando um Rotaevaporador modelo RV 10 IKA, com vacuo de 500
mmHg, rotacdo de 160 rpm e temperaturas de 50 e 60 °C. Em cada uma das temperaturas foi
testada a reducdo de volume de 25 e 50%. Com este EEB concentrado, foi realizada a
hidrolise enzimatica nas melhores condi¢des estudadas no teste anterior (item 3.3.8) e,

posteriormente, realizada a producio de etanol.
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3.3.10. Avaliacao do efeito da composicao do meio da fermentacio em estado sélido na

producao de etanol

Avaliou-se extratos enzimaticos brutos (EEB) de trés diferentes meios de fermentacao
em estado so6lido (FES) e suas combinagdes para producao de etanol. Na etapa de producao
dos EEB, foram efetuadas FES durante 72 h em reatores cOnicos estaticos de 500 mL de
volume, contendo 40 g de meio sélido de diferentes composi¢des, conforme apresentado na

Tabela 3.9, e 40 g de agua destilada estéril contendo células de A. niger (10° células/g).

Tabela 3.9 — Composicao dos meios sdlidos na FES.

Meio Composicao

FES 1 40% de bagaco de cana explodido e 60% de farelo de arroz
FES 2 40% de sabugo de milho e 60% de farelo de arroz
FES 3 40% de bagaco de cana explodido e 60% de farelo de arroz

(em tampao fosfato — pH = 6,0)

Além disso, investigou-se o efeito da quantidade de enzima disponivel no EEB e da
combinagdo das propriedades dos extratos enzimaticos provenientes dos meios FES 1, FES 2
e FES 3, descritos anteriormente, pela extracdo de enzima a partir de meios so6lidos, como
mostrado na Figura 3.6, e nas combinagdes especificadas na Tabela 3.10 com volume final do

EEB de 100 mL.
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Tween 80 1%
(100 mL)

EEB com o uso de
FES1 1 meio (100 mL)

-

Tween 80 1%

(100 mL)
ﬂ- T

—3» EEB com o uso de
2 meios (100 mL)

FES1 FES2

[

Tween 80 1%

(100 mL)
—

EEB com o uso de
3 meios (100 mL)
>

FES1 FES2 +FES3

Figura 3.6 — Método de extracdo de enzima utilizando as combinac¢des de meios solidos.

Tabela 3.10 — Extratos enzimaticos obtidos das combinag¢des das FES.

Extratos Quantidade de meio FES utilizadas
(2)

Ml 40 FES1
M2 40 FES2
M3 40 FES3
M4 80 FES1 e FES2
M5 80 FES1 e FES3
M6 80 FES1 e FES1
M7 120 FES1, FES2 e FES3

A produgdo de etanol foi avaliada apos os tempos de 24 e 48 horas de fermentacdo de
bagaco de cana explodido na concentracao de 250 g/L, com EEB obtido dos meios FES 1,
FES 2 e FES 3 através de extracdo com 100 mL de Tween 80 1%.



CAPITULO 3 — MATERIAL E METODOS 45

3.4. METODOS ANALITICOS

Os métodos utilizados para analise das amostras, obtidas nos experimentos realizados

neste trabalho, estdao descritos nos itens 3.4.1 a 3.4.7

3.4.1. Concentracao de aciicares e etanol

As concentragdes de etanol e agucares foram determinadas por cromatografia liquida
em HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) a partir de suas respectivas curvas de
calibracdo. As amostras foram diluidas para 15,0 mL em &cido fosférico a 0,1%, filtradas e
injetadas no sistema cromatografico de marca Shimadzu, modelo LC-20A Prominence,
coluna SUPELCOGEL C610H, na qual os componentes sdo separados e detectados por
refracdo de luz. A fase mdvel utilizada foi solug@o aquosa de 4cido fosférico a 0,1%, vazao

do eluente de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 32 °C e volume de injecdo de 20,0 uL

3.4.2. Tensao superficial

Para determinacdo da tensdo superficial, utilizou-se 10,0 mL da amostra livre de
células, que foi disposta em placa de Petri, para ser analisada em tensidometro. O método
utilizado foi o de anel de du Noiiy (1925), com o tensiometro de modelo K6, a temperatura
ambiente e previamente calibrado com &lcool etilico. O anel de platina-iridium de 2,0 cm de
didmetro e 6,0 cm de altura foi imerso na amostra contida na placa de Petri e a leitura da
tensdo superficial foi realizada trés vezes, com os resultados expressos como o valor médio

dessas leituras.

3.4.3. Indice de emulsificaciio

O indice de emulsificacdo (IE) foi determinado segundo o método descrito por Cooper
e Goldenberg (1987). Adicionou-se 6,0 mL de querosene e 4,0 mL da amostra centrifugada
em um tubo de ensaio com tampa de rosca. Com o auxilio de um agitador de tubos Vortex
(marca Phoenix, modelo AP56), a mistura foi agitada por 2 min e deixada em repouso por 24
horas. O indice de emulsificacdo foi calculado a partir da divisdo da altura da parte
emulsionada pela altura total, e a razdo foi multiplicada por 100 para se obter o resultado em

porcentagem, como demonstrado na Equacdo 3.1.
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IE = altura da camada emulsionada % 100 (3.1)

altura total da mistura

3.4.4. Concentracao de biossurfactante

A concentracdo de biossurfactante foi obtida por método gravimétrico de extracao,
utilizando-se 2,0 mL de amostra livre de células e 2,0 mL de acetato de etila. A mistura foi
agitada com auxilio de um agitador de tubos Vortex por 2 min e, apds agita¢do, foi retirado
1,0 mL do sobrenadante e armazenado em placas de Petri previamente pesadas, as quais
foram mantidas em estufa com circulagdo forcada de ar a 30 °C por 24 horas. A determinagdo
da concentracdo de biossurfactante foi realizada pela diferenca do peso inicial e o peso final

da placa de petri, dividido pelo volume retirado do sobrenadante.

3.4.5. Concentracao de raminose

A concentracdo de raminose foi determinada de acordo com o método descrito por
Rahman et al. (2002), realizando-se uma curva de calibragdo, utilizando vérias concentracdes
conhecidas de raminose (APENDICE Al). Para a realizacdo da anélise, adicionou-se em um
tubo de ensaio com tampa de rosca 1,0 mL da amostra centrifugada e 4,5 mL de acido
sulfurico 70%. A solugdo foi misturada e colocada em aquecimento a 100 °C por 10 minutos.
ApOs o aquecimento, esperou-se o resfriamento da solu¢do a temperatura ambiente e
adicionou-se 0,1 mL de 4cido tioglicélico 3%, preparado a fresco, deixando-a em repouso por

3 horas na auséncia de luz. Posteriormente, fez-se a leitura da absorbancia no comprimento de

onda de 420 nm, utilizando espectrofotometro da marca Genesys, modelo 10 UV.

3.4.6. Caracterizacao do bagaco apos fermentacao

O bagaco foi separado do meio de fermentagdo, utilizando-se uma peneira de 18 mesh.
Posteriormente, ele foi seco em estufa a 40 °C durante 24 horas e armazenado em temperatura
ambiente para posterior determinacdo do bagago recuperado, espectroscopia de
infravermelho, umidade e poder calorifico.

A recuperacdo do bagaco foi expressa como a quantidade de massa seca recuperada e

foi calculada como mostra a Equacdo 3.2:
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R(%) = Bﬁ x 100 (3.2)

onde B € a massa solida de bagaco recuperado no final da fermentacdo submersa e B; é a
massa de bagaco adicionado no inicio da fermentacdo submersa.

A umidade foi avaliada por secagem do bagaco em estufa a 105 °C até se atingir um
peso constante. O poder calorifico do bagago recuperado, em base timida, foi avaliado
utilizando calorimetro de bomba de oxigénio (IKA WORKS, C-2000).

Os bagacos fermentados foram analisados por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), para obten¢do de informagdes referente as caracteristicas
estruturais das moléculas e grupos funcionais presentes nas amostras.

Para a realizacdo desta andlise, amostras de 1,0 mg do material a ser analisado,
previamente secos em dessecador, foram misturados a 250,0 mg de KBr e transformados em
pastilhas por prensagem. Estas pastilhas foram submetidas a andlise na regido do
infravermelho (400 — 4000 cm™) em um espectrometro de infravermelho IRPRESTIGE21 —
SHIMADZU na resolucao de 4 cm’!, utilizando-se o software Irsolution. Os dados foram

processados utilizando linguagem R.

3.4.7 Concentracao celular

A massa seca foi determinada pela centrifugacdo de 25,0 mL do meio fermentado por
20 minutos. Em seguida, as células precipitadas foram lavadas com &gua destilada,
armazenadas em béqueres de 50,0 mL, previamente pesados, e levadas a estuda a 100 °C por
24 horas. A determinacdo da massa seca foi realizada pela diferenca do peso inicial e o peso

final do béquer, dividido pelo volume de amostra centrifugada.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho serdo
apresentados e discutidos neste capitulo. Inicialmente, serdo apresentados os resultados
referentes a producdo simultdnea de etanol e biossurfactante de Saccharomyces cerevisiae e
Pseudomonas aeruginosa em bagaco de cana explodido, utilizando extrato enziméitico bruto
de A. niger para hidrolisar a biomassa celulésica. Em seguida, apresentar-se-a resultados do
teste preliminar para verificar a producdo simultanea de etanol e biossurfactante com as
leveduras S. cerevisiae e Candida glaebosa; e, posteriormente, o estudo da produgdo em
fermentacdo submersa com casca de arroz tratada com acido diluido. Na sequéncia, serdao
especificados os resultados da producio de biossurfactante de A. niger em fermentagdo sélida
(FES), utilizando diferentes substratos. Apresenta-se, também, o estudo do uso deste EEB na
fermentacdo submersa de S. cerevisiae e C. glaebosa com diversos substratos pré-tratados. A
producdo de biossurfactante de P. aeruginosa também foi avaliada com o uso de &4cido
levulinico, composto derivado de celulose, por otimizacio em rede neural e métodos
heuristicos. A produc¢do de etanol foi investigada com a realizagdo de hidrdlises enzimaticas
separadas da fermentacdo alcodlica; concentracio do EEB com o uso de rotaevaporador e
diferentes combinacdes de meio sélido para gerar EEB com maior capacidade de hidrolisar o

bagaco de cana.

4.1. PRODUCAO SIMULTANEA DE ETANOL E BIOSSURFACTANTE COM S.

cerevisiae E P. aeruginosa

Nesta etapa do trabalho, avaliou-se a produgdo conjunta de biossurfactante e de
etanol pelo uso de diferentes extratos enzimaticos brutos gerados por fermentacdo em estado
s6lido de Aspergillus niger. As diferentes combinacdes de meio sdlido, com as biomassas
bagaco de cana tratado com explosdao a vapor, sabugo de milho e farelo de arroz, foram
utilizadas para producdo dos extratos enzimaticos brutos.

Na Tabela 4.1 sdo apresentadas as concentragdes de etanol, raminolipideos e indice de
emulsificacdo em co-fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae € Pseudomonas aeruginosa,
para 24 e 48 horas de fermentacdo, com o uso dos extratos enzimaticos E1 a E3, e
fermentacdo com o extrato enzimatico E1 sem Pseudomonas aeruginosa. No que se refere a

producdo de etanol, pode ser observado que a presenca de P. aeruginosa nao reduziu a
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concentracdo de etanol, como esperado no ensaio de controle sem a P. aeruginosa. A
substituicdao de tween 80 pelo uso de biossurfactante de P. aeruginosa, produzido no inculo,
e a co-fermentacgdo sdo vantagens em termos de redu¢do de gasto com tween e pela ampliagdo
da variedade de produtos sem reduzir a concentragao de etanol. Outra observacao referente a
producdo de etanol € que, apesar do fato das concentracdes de etanol maiores que 40,0 g/L
serem esperadas para se atingir uma produgcdo de baixo custo (KANG et al., 2015), as
concentragdes de etanol encontradas nesse estudo (maior que 6,0 g/L.) podem ser consideradas
um resultado importante porque a co-producdo de energia afeta a eficiéncia de todo o

processo (DIAS et al., 2013).

Tabela 4.1 — Concentracdes de etanol e raminolipideo para fermentagdo com os extratos
enzimaticos E1 a E3.

EEB Etanol (g/L) Raminolipideo (g/L)b
E1*  5,5(24h) 6,2 (48h) 0 (24h) 0 (48h)
El 5,4 (24h) 6,3 (48h) 0(24h) 4,5 (48h)

E2  52(24h) 63 (48h) 5,7 (24h) 1,9 (48h)
E3  5.6(24h) 62(48h)  5,1(24h) 1,7 (48h)

? Ensaio de controle: fermentacdo sem P. aeruginosa.
® Valores correspondentes ao aumento de raminolipideos, considerando a concentracdo inicial
de 4 g/L. no EEB

Em relacdo a producdo de raminolipideo, pode ser observado que a co-fermentacao
produz, pelo menos, 1,7 g/L. de raminolipideo, e isto sugere que a utilizagdo de bagaco em co-
fermentagdo representa uma promissora fonte para producao de raminolipideo. Ramirez et al.
(2015) produziram raminolipideo a partir de residuo da producdo de azeite de oliva e
obtiveram 1,9 g/L.. De Lima et al. (2007) estudaram a produc@o de raminolipideo a partir de
6leo de soja residual, utilizando Pseudomonas aeruginosa, e obtiveram 2,2 g/LL de raminose.
An e Nakhate (2015) estudaram a producao de raminolipideo a partir de uma fonte de soja e
obtiveram 3,6 g/L. Benincasa e Accorsini (2008) atingiram 7,3 g/L na producdo de
raminolipideo, usando residuos de dleo de girassol refinado como substrato.

Os espectros de infravermelho (FTIR) do bagaco fermentado com os extratos
enzimaticos E3 a E9 e o bagaco de cana explodido sem fermentar (ESB) sdo mostrados nas
Figuras 4.1 e 4.2. As bandas de absorbancia a 896, 1430 e 1730 cm’! sdo atribuidas a presenca
de celulose I (mais passivel de hidrolise), celulose II (hidrélise mais resistente), € 0s grupos

acetil ligados a hemicelulose e lignina, respectivamente. Pode-se observar que as alteracdes
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estruturais no bagaco foram diferentes dependendo do EEB utilizado nas fermentacdes
(ZHANG, CAI e WANG, 2008; POORNEJAD, KARIMI e BEHZAD, 2013; NOORI e
KARIMI, 2016).
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Figura 4.1 — Variagdes de banda nos espectros FTIR de bagago de cana explodido
fermentado.

A Tabela 4.2 mostra a producdo de etanol e raminolipideo, a quantidade de bagaco
recuperado e a caracterizacao do bagaco recuperado apds as fermentagdes utilizando os EEBs
E4 a E12. Os resultados de bagago sugerem que esta biomassa fermentada é uma fonte
potencial de energia. O poder calorifico foi maior para o bagaco explodido fermentado do que
o bagaco explodido sem fermentar. O bagaco de cana explodido usado tem um poder
calorifico de 8,01 MJ/kg com uma umidade de 52,0% e de acordo com a literatura, o bagaco
in natura tem um poder calorifico de 9,95 MJ/kg com uma umidade de 48% (RAMJEAWON,
2008). Os resultados sugerem que a recuperagao da biomassa s6lida pode fornecer pelo menos
6,95 GJ por tonelada métrica de bagago fermentado (Teste 3). Outro fato observado € que a
melhor condi¢do para a produ¢do de etanol (Teste 7) ndo € a melhor condicao para a producdo

de raminolipideo (Testes 1 e 2). Diante do interesse da produ¢do conjunta de raminolipideo e
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etanol, as condi¢des associadas aos Testes 4 e 5, que correspondem aos extratos enzimaticos
E6 e E7 respectivamente, foram selecionadas para realizacdo de futuras etapas deste estudo,
pois nestas condicdes uma maior producdo dos dois produtos foi observada, o que
corresponde a concentragdes de raminolipideo e de etanol superiores, respectivamente, a 4,0 e

6,0 g/L.

Tabela 4.2 — Concentrac¢des de etanol, raminolipideo, recuperacdo do bagaco e poder

calorifico.
Teste EEB Etanol (g/L) Raminolipideo (g/L)*  R(%,w/w)®  Energia®  Umidade®

MJ/kg) (%)
1 E3 3,2(24h) 4,1 (48h) 53(24h) 8,0(48h) 79,38 9,53 51,9
2 E4 2,6 (24h) 3,1 (48h) 7224h) 45(48h) 82,62 9,61 52,9
3 E5 3,1 (24h) 4,2(48h) 5224h) 4,0(48h) 73,12 9,55 50,5
4 E6 4,2 (24 h) 6,1 (48 h) 5,1(24h) 5,6(48h) 83,10 8,78 51,7
5 E7 44 (24h) 6,0(48h) 22(24h) 4,6(48h) 86,48 9,09 51,8
6 E8 40((24h) 5,4 (48h) 0 (24 h) 1,0 (48 h) 85,28 9,10 52,3
7 E9 7,524h) 7,4(48h) 1,4(24h) 0,8 (48h) 80,07 9,02 49,9

Aumento na concentracio de raminolipideo (concentragao inicial de 4 g/L).
Bagaco fermentado recuperado
‘Poder calorifico inferior

Nas Figuras 4.2 e 4.3 sdo apresentadas as concentracdes de etanol e raminolipideos,
respectivamente, gerados ao longo de 96 horas de fermentacio para os extratos enzimaticos
E6 e E7. Em relacdo a producdo de etanol, os resultados mostram que as concentragdes de
etanol foram semelhantes para as fermentacdes com os extratos enzimaticos E6 e E7. Na
producdo de raminolipideo conjunta com etanol, os resultados mostram que o ensaio E6
proporcionou os melhores resultados em 84 h de fermentagado (8,4 g/L de etanol e 9,1 g/L de
raminolipideo). Borges et al. (2015) estudaram a producdo de raminolipideos utilizando
biorreator de batelada com um volume de trabalho de 1,5 L, Pseudomonas aeruginosa e
efluentes gordurosos do abate de aves e suinos como substrato, e obtiveram produgdo de
raminose de 5,4 g/L. Izmirlioglu e Demirci (2016) avaliaram a producgdo de etanol, utilizando
Saccharomyces cerevisiae e residuos de batata, e obtiveram 9,4 g/L. de etanol em 120 horas de

fermentacao.
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Figura 4.2 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimaticos E6 e E7 na co-
fermentacdo para concentracdes de etanol.
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Figura 4.3 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimaticos E6 e E7 na co-
fermentacdo para concentracdes de raminolipideo.
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Os resultados para tensdo superficial (TS) e indice de emulsificacdo (IE24%) sdo
mostrados nas Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente. Pode ser visto que a TS e [E24% variaram
de 34 a 38 mN/m e 60 a 92,5%, respectivamente, ao longo do experimento, e isto sugere uma
producdo satisfatoria de raminolipideo. De acordo com a literatura, o IE24% maior que 60%
representa uma satisfatoria produ¢do de raminolipideo (GUDINA et al., 2015; SOUSA et al.,
2011; WEI, CHOU e CHANG, 2005) e TS variando de 30 a 40 mN/m ¢é esperado (GUDINA
et al., 2015; RAMIREZ et al., 2015; ZHANG, CAI e WANG, 2008; MOUSSA, MOHAMED
e SAMAK, 2014; KITAMOTO et al., 2009).
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Figura 4.4 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimaticos E6 e E7 na co-
fermentacgao para tensao superficial.
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Figura 4.5 — Estudo comparativo do efeito dos extratos enzimaticos E6 e E7 na co-

fermentagdo para indice de emulsificacio.

Com isso, observa-se que o extrato enzimatico E6, obtido através da extracdo dupla da

FES de bagaco de cana e farelo de arroz, foi o que gerou maiores concentracdes de etanol e

biossurfactante simultaneamente.

4.2. PRODUCAO SIMULTANEA DE BIOSSURFACTANTE E ETANOL DE C.

glaebosa E S. cerevisiae

Visando avaliar a producdo simultdnea de biossurfactante e etanol com leveduras,

foram realizadas fermentagdes com Candida glaebosa e Saccharomyces cerevisiae na melhor

condi¢do de fermentagdo do estudo com P. aeruginosa e S. cerevisiae. O extrato enzimatico

E6, obtido da extracdo de duas FESs de bagacgo de cana explodido e farelo de arroz, com meio

extrativo de indculo de C. glaebosa centrifugado, foi utilizado nas fermentagdes submersas

com bagaco de cana explodido, C. glaebosa ¢ S. cerevisiae. As condigdes operacionais foram

descritas no item 3.3.3.
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A Tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos para as concentragdes de etanol e
biossurfactante e indice de emulsificagdo para os tempos de 24 e 48 horas de fermentacao
submersa. Para 24 horas de fermentagdo, obteve-se uma producao de 6,3 g/L de etanol ¢ 6,4
g/l de biossurfactante; e para 48 horas de fermentacdo, 5,8 ¢ 6,6 g/L de etanol e

biossurfactante, respectivamente.

Tabela 4.3 — Concentragdes de etanol e biossurfactante e IE para 48 horas de fermentagao
com S. cerevisiae e C. glaebosa.

Tempo de FS (h) Etanol (g/L) Biossurfactante (g/L) IE (%)

24 6,3 6,4 86,7

48 5,8 6,6 90,3

Daverey e Pakshirajan (2009) estudaram a producao de soforolipideo por Candida
bombicola em dleo de soja, 6leo de girassol, azeite e melaco de cana-de-agtcar. Para 48 horas
de fermentacdo, obtiveram 5,0 g/L de biossurfactante, aproximadamente, em meio contendo
azeite. Comparando os resultados obtidos neste estudo com os da literatura, pode-se verificar
que a producao foi satisfatoria e que € possivel a producao conjunta utilizando as leveduras S.

cerevisiae e C. glaebosa para producao de etanol e biossurfactante.

4.3. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE EM FES DE A. niger

A Figura 4.6 mostra as concentracdes de biossurfactante obtidas para as fermentagdes
solidas de A. niger FES A, FES B, FES C e FES D, descritas no item 3.3.4. Observa-se que as
fermentacdes FES A e FES B geraram maiores concentragdes de biossurfactante para todos os
tempos estudados. Para FES A, a maior producao foi de 7,7 g/L de biossurfactante em 72
horas de fermentacao, constituida por bagago de cana explodido e farelo de arroz. Para a FES
B, a maior producao observada foi de 10,1 g/L de biossurfactante em 48 horas de fermentacao

com farelo de trigo e farelo de arroz.

Velioglu e Urek (2015) estudaram a producdo de biossurfactantes por Pleurotus

djamor, cultivadas em casca de sementes de girassol, residuo de uva e cascas de batata como
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substratos baratos e renovaveis em fermentagdo em estado sélido. A maior produgdo de

biossurfactante foi de 10,2 g/L. em 13 dias de fermentagdo com substrato composto por 6leo e

casca de sementes de girassol.
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Figura 4.6 — Concentragdo de biossurfactante para as fermentagdes sélidas FES A, FES B,

FES C e FES D.

A Figura 4.7 mostra os valores do indice de emulsificacdo utilizando querosene, que

foi maior para o meio FES B, com maxima emulsificacdo para 24 h de fermentacdo (IE% =

100%).
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Figura 4.7 — Indice de emulsificacio em querosene para as fermentacdes s6lidas FES A, FES
B, FES C e FES D.

Os resultados para tensao superficial sdo mostrados na Figura 4.8 para os quatro meios
de fermentacdo solida: FES A, FES B, FES C, FES D. Observa-se que o comportamento das
amostras foi semelhante em todos os tempos de fermentacdo estudados. A tensdo superficial
para 24 h de fermentagdo foi de 39 a 45 mN/m, e apds esse tempo a TS diminuiu para a faixa

de 37 a40 mN/m e se manteve estavel até as 96 horas de fermentacgao.

Colla et al. (2010) avaliaram a producdo por fermentagdo submersa e fermentagdo
solida de dois biocompostos com amplas aplicagdes industriais (lipases e biossurfactantes) em
um unico bioprocesso, utilizando Aspergillus sp. que foram isolados de um solo contaminado
por 6leo diesel. A fermentacao solida foi conduzida em substrato composto por farelo de soja
e casca de arroz, com adi¢do de azeite e nitrato de s6dio como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Foi verificado que a tensdo superficial diminuiu de 50 para 28 mN/m em 4
dias de fermentacdo, indicando que os microrganismos foram capazes de produzir

biossurfactante.
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Figura 4.8 — Tensao superficial para as fermentagdes solidas FES A, FES B, FES C e FES D.

Analisando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar que o fungo
Aspergillus niger & capaz de produzir biossurfactante em fermentacdo em estado solido em

quantidade e capacidade de emulsificacdo adequadas.

4.3.1. Avaliacao da producao de biossurfactante em FES de A. niger e uso do extrato

enzimatico gerado para producio de etanol em bagaco de cana

No estudo da produgdo de biossurfactante de A. niger em FES, os meios solidos que
proporcionaram as maiores concentragoes de biossurfactante foram FES A, constituida por
40% de bagago de cana explodido e 60% de farelo de arroz, e FES B, constituida por 40% de
farelo de trigo e 60% de farelo de arroz. Os extratos enzimaticos destes meios, obtidos nos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas em fermentacdo solida, foram utilizados para producdo de
etanol de S. cerevisiae em bagago de cana explodido para 24 e 48 horas de fermentacgao

alcodlica.

A Figura 4.9 apresenta as concentragdes de etanol nos tempos de 24 e 48 horas, em
fermentacdo de bagago de cana explodido com EEB obtido da FES A. Para 24 horas de
fermentagdo alcoolica, a maior concentracdo de etanol, 11,2 g/L., ocorreu para o EEB gerado
em 96 horas. A maior produ¢do de etanol para 48 horas de fermentacao foi de 12,4 g/L. de

etanol com o EEB gerado em 72 horas.
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Figura 4.9 — Concentracdo de etanol para 24 e 48 horas de fermentacao alcodlica utilizando os
EEB obtidos em diferentes tempos de FES A, constituida por bagaco de cana explodido e
farelo de arroz.

A Figura 4.10 apresenta as concentragdes de etanol nos tempos de 24 e 48 horas, em
fermentacdo de bagaco de cana explodido com EEB obtido da FES B. As maiores
concentragdes de etanol tanto para 24 horas quanto para 48 horas ocorreram com o uso de
EEB produzido em FES de 72 horas, as quais foram de 13,3 e 14,3 g/L de etanol,

respectivamente.

Lever, Ho e Cord-Ruwisch (2010) utilizaram extrato enzimatico bruto, gerado a partir
de fermentacdes em estado sdlido, para realizar sacarificacdo e fermentagdo simultineas de
palha de trigo moida. Para fermentacdao alcoolica em batelada alimentada, obtiveram uma
producao de etanol de, aproximadamente, 17 g/l em 48 horas. Cuevas et al. (2015) avaliaram
a producao de etanol por sacarificacdo e fermentagdo simultaneas de caroco de azeitona
tratado com 4cido sulftrico diluido e obtiveram, aproximadamente, 18 g/L de etanol em 48

horas de fermentacao.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem uma satisfatoria producdo conjunta de
etanol e biossurfactante de Aspergillus niger. Verificou-se que o EEB gerado na FES B
produziu 1,2 vezes mais etanol em 48 horas de fermentacdo alcodlica de bagaco de cana

explodido que o EEB gerado na FES A.
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Figura 4.10 — Concentra¢do de etanol para 24 e 48 horas de fermenta¢do alcoolica utilizando
os EEB obtidos em diferentes tempos de FES B, constituida por farelo de trigo e farelo de

arroz.

4.4. PRODUCAO DE ETANOL E BIOSSURFACTANTE COM CASCA DE ARROZ

TRATADA

Nesta etapa foi avaliada a producao de etanol e biossurfactante com as leveduras S.

cerevisiae ¢ C. glaebosa em FS, utilizando casca de arroz, tratada com acido sulfurico diluido,

e EEB obtido em FES de bagaco de cana explodido e farelo de arroz de 4. niger. Optou-se

por esse EEB pelo fato do bagaco de cana ser uma biomassa celuldsica que se encontra

prontamente disponivel nas destilarias, possui elevado teor de carboidratos e pelo fato que o

uso do bagaco representa a situagdo de integracdo de produgdo de etanol com diferentes

produtos em uma biorrefinaria.

A Tabela 4.4 mostra os resultados para a produgdo de etanol e biossurfactante em

termos de tensdo superficial (TS), indice de emulsificacdo (IE24%) com querosene,

concentracao de biossurfactante e concentragdo de etanol.



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 61

Tabela 4.4 — Producao de etanol e biossurfactante com casca de arroz.

Ensaio TS 1E24% Concentragao de Concentragao df Etanol
biossurfactante total biossurfactante (g/L)
(g/L) gerado na FS (g/L)

EEB 37,7 66,5 8,0 0 0
1 36,0 91,7 5,9 0 1,5
2 37,0 88,1 7,0 0 0
3 35,9 90,8 8,8 0,8 0
4 36,1 85,7 6,7 0 2,1
5 35,6 90,0 8,6 0,6 0
6 36,4 91,7 7,2 0 0
7 35,8 95,0 8,9 0,9 1,1
8 32,3 96,7 12,9 4,9 0
9 31,1 100,0 8.3 0,3 0
10 37,0 92,5 5,6 0 1,2
11 37,7 91,7 6,9 0 0
12 36,4 89,2 7,9 0 0
13 36,4 92,3 6,2 0 1,3
14 37,2 83,3 8,7 0,7 0
15 35,6 88,3 6,6 0 0
16 35,6 96,7 7,9 0 2,5
17 32,9 100,0 17,9 9,9 1,3
18 31,9 95,8 7,1 0 0
19 36,7 94,2 5,3 0 3,1
20 38,5 90,8 4,5 0 0
21 38,9 93,4 1,1 0 0
22 37,7 90,0 2,2 0 2,6
23 36,7 72,5 3,7 0 0,7
24 36,3 91,6 2,9 0 0
25 37,7 95,0 8,6 0,6 2,6
26 34,8 94,2 6,3 0 0
27 32,5 91,6 4,3 0 1,3

“os valores das concentracdes de biossurfactante foram descontados do valor inicial de
biossurfactante advindo do EEB.
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A produgdo de etanol e biossurfactante de forma simultanea foi observada para os
ensaios 7, 17 e 25, obtendo-se, para o ensaio 7, 0,9 g/L de biossurfactante e 1,1 g/L. de etanol;
para o ensaio 17, 9,9 g/LL de biossurfactante e 1,3 g/L de etanol; e para o ensaio 25, 0,6 g/L de
biossurfactante e 2,6 g/LL de etanol. Entre estes ensaios, a maior reducdo da tensao superficial
foi observada no ensaio 17, com reducdo de 37,7 para 32,9 mN/m, com emulsificagdo de
100% para este mesmo ensaio. A fermentagdo submersa do ensaio 17 foi conduzida em pH 7,

durante 4 dias e quantidade de casca de arroz de 10 g/100 mL EEB.

Com relagdo a produgdo de etanol, Kim et al. (2012) estudaram o uso de pré-
tratamento de palha de arroz com acido sulftrrico diluido. Eles usaram S. cerevisiae K35, 100
g/L de palha de arroz tratada, enzima comercial e realizaram hidrolise e fermentacdo
separadas (24 h), com obtencao de 1,8 g/L de etanol. Dagnino et al. (2013) também estudaram
o pré-tratamento com 4cido sulfurico diluido de casca de arroz, e obtiveram 4,42 g/L de etanol

de S. cerevisiae em 72 h de fermentagao.

Em relagdo a producdo de biossurfactante, Jain et al. (2013) testaram varios substratos,
tais como bagaco de cana, palha de trigo, casca de arroz, casca de batata em p9d, milho e soja
em po, para producdo de biossurfactante de Klebsiella sp. (cepa RJ-03). A fermentacdo foi
conduzida durante 72 horas e as concentracdes de biossurfactante obtidas foram de 15,40 g/L
para milho em po; 9,60 g/L para casca de batata em po; 6,20 g/L para bagaco de cana; 3,40
g/L para soja em po; 1,03 g/L para palha de trigo e 0,94 g/L para casca de arroz.

Analisando os resultados obtidos neste estudo, observa-se que as concentragdes de
etanol e biossurfactantes estdo coerentes com os resultados dos trabalhos de Kim et al. (2012),
Dgnino et al. (2013) e Jain et al. (2013), citados anteriormente. E necessario, contudo, o

estudo da produgdo de biossurfactante e etanol com outros substratos como fontes de carbono.

4.5. PRODUCAO DE ETANOL E BIOSSURFACTANTE COM DIFERENTES
BIOMASSAS TRATADAS

Avaliou-se a produgdo de biossurfactante em FES de A. niger com as biomassas
bagaco de cana explodido, farelo de arroz e farelo de trigo, e a produgdo de etanol e

biossurfactante, simultanecamente, em co-fermentagdo utilizando as leveduras S. cerevisiae ¢



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 63

C. glaebosa com bagaco de cana explodido e com as biomassas bagago de cana, casca de

arroz, sabugo de milho e sorgo biomassa, tratadas com H2SO4 diluido.

As Tabela 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 mostram os resultados obtidos para fermentagdao submersa
realizada com as biomassas bagaco de cana, casca de arroz, sabugo de milho e sorgo
biomassa, para tensdo superficial, indice de emulsificagdo com querosene, concentracdes de

biossurfactante ¢ etanol em 24 ¢ 48 horas de fermentagdo submersa.

Na Tabela 4.5, estdo apresentados os resultados para fermentagdo submersa realizada
com EEB, obtido de FES A, composta por bagaco de cana e farelo de arroz, realizada durante
72 horas e utilizando o fungo 4. niger. O EEB produzido gerou 10,8 g/L de biossurfactante,
tensdo superficial (TS) de 34,7 mN/m e apresentou indice de emulsificagdo (IE24) de 90,8%.
Os resultados apresentados sdo referentes a produg¢do de biossurfactante na fermentagdo

submersa, descontado o valor da concentracao de biossurfactante advindo do EEB.

Tabela 4.5 — Producdo de etanol e biossurfactante em fermentacio submersa para diferentes
biomassas com EEB de FES A” de 72 horas.

Fermentacio TS IE24 Biossurfactante”  Etanol

submersa (mN/m) (%) (g/L) (g/L)
Bagaco explodido 24 h 33,2 51,7 6,0 6,6
48 h 32,0 50,0 13,1 6,8
Bagaco tratado com 24 h 32,6 79,4 2,6 7,5
H>SO4 48 h 32,4 56,6 13,4 6,9
Casca de arroz 24 h 34,9 90,8 4,0 4,1
tratada com H2SO4 48 h 33,7 93,3 7,7 2.5
Sabugo de milho 24 h 35,6 57,5 4,0 8,8
tratado com H2SO4 48 h 34,7 69,2 11,9 5,7
Sorgo biomassa 24 h 35,6 54,2 8,7 7,8
tratado com H>SOq4 48 h 34,7 71,6 9,9 7,0

*. FES A composta por bagaco de cana explodido e farelo de arroz
™ Concentracio de biossurfactante descontado o valor do EEB

Em relagdo a producdo de biossurfactante conjunta com etanol, os resultados mostram
que os ensaios com as biomassas bagagco de cana explodido e bagago de cana tratado com
H>SO4 proporcionaram as maiores concentragdes em 48 horas de fermentacao. Para o bagaco
de cana explodido, as concentragdes de biossurfactante e etanol obtidas foram de 13,1 e 6,8
g/L, respectivamente; e para o bagago de cana tratado com H2SOs, as concentracdes obtidas
foram de 13,4 g/L de biossurfactante e 6,9 g/L. de etanol. A menor TS também foi observada

para estes dois ensaios, nos quais a TS reduziu de 34,7 para 32,0 mN/m.



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 64

Na Tabela 4.6, estdo apresentados os resultados para fermentacdo submersa realizada
com EEB, obtido de FES A, composta por bagago de cana e farelo de arroz, realizada durante
96 horas e utilizando o fungo A. niger. O EEB produzido gerou 9,9 g/L de biossurfactante, TS
de 37,0 mN/m e apresentou IE24 de 88,3%.

Tabela 4.6 — Producao de etanol e biossurfactante em fermenta¢do submersa para diferentes
biomassas com EEB de FES A” de 96 horas.

Fermentacio TS IE24 Biossurfactante”  Etanol

submersa (mN/m) (%) (g/L) (g/L)
Bagaco explodido 24 h 35,8 67,9 8.5 5,1
48 h 37,0 50,8 6,2 5,1
Bagaco tratado com 24 h 36,4 50,0 3.9 5,3
H2SO4 48 h 36,1 85,8 0,5 5,0
Casca de arroz 24 h 37,6 90,7 5,5 4,3
tratada com H>SOq4 48 h 38,6 63,3 9,1 34
Sabugo de milho 24 h 37,5 92,4 6,1 4,7
tratado com H>SOq4 48 h 38,7 94,2 0.4 4,1
Sorgo biomassa 24 h 39,2 83,0 2,3 6,6
tratado com H2SO4 48 h 40,5 83,3 14,1 6,8

" FES A composta por bagaco de cana explodido e farelo de arroz
™ Concentracio de biossurfactante descontado o valor do EEB

No que se refere a producao de biossurfactante conjunta com etanol, os resultados
mostram que o ensaio com sorgo biomassa proporcionou o melhor resultado em 48 horas de
fermentagdo. As concentragdes de etanol e biossurfactante foram de 6,8 e 14,1 g/L,
respectivamente . Nao houve reducdo da TS para este ensaio e o indice de emulsificagdo se

manteve em 83%.

Na Tabela 4.7, estdo apresentados os resultados para fermentacdo submersa realizada
com EEB, obtido de FES B, composta por farelo de trigo e farelo de arroz, realizada durante
72 horas e utilizando o fungo A. niger. O EEB produzido gerou 13,4 g/L de biossurfactante,
TS de 33,6 mN/m e apresentou [E24 de 95,0%.
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Tabela 4.7 — Producgao de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes
biomassas com EEB de FES B" de 72 horas.

Fermentacao TS 1E24 Biossurfactante”  Etanol

submersa (mN/m) (%) (g/L) (g/L)
Bagaco explodido 24 h 35,2 75,0 16,6 6,6
48 h 35,9 82,5 7,0 8,0
Bagaco tratado com 24 h 34,3 85,3 6,3 6,6
H>SO4 48 h 34,8 85,8 6,8 7,6
Casca de arroz 24 h 37,2 82,5 16,7 5,5
tratada com HoSOq4 48 h 36,1 96,6 23,6 6,5
Sabugo de milho 24 h 37,6 95,1 6,0 6,2
tratado com H2SO4 48 h 36,1 94,2 14,0 7.4
Sorgo biomassa 24 h 38,6 77,5 8,6 8,0
tratado com H2SOq4 48 h 38,6 82,5 3,5 8,5

.* FES B composta por farelo de trigo e farelo de arroz
™ Concentragio de biossurfactante descontado o valor do EEB

Em relagdo a producdo de biossurfactante conjunta com etanol, os resultados mostram
que os ensaios com as biomassas bagaco explodido, casca de arroz tratada com H>SO4 e
sabugo de milho tratado com H>SOs proporcionaram os melhores resultados. Para o bagago
explodido, a maior produgdo foi para 24 horas de FS (16,6 g/L de biossurfactante e 6,6 g/L de
etanol); para casca de arroz os maiores valores de etanol e biossurfactante foram obtidos para
48 horas de FS com 23,6 g/L de biossurfactante e 6,5 g/L de etanol; e para sabugo de milho a
maior producdo observada foi para 48 h de FS e foram obtidos 14,0 g/L de biossurfactante e
7,4 g/L de etanol. Em nenhum dos ensaios foi observada reduc¢do da TS, e os [E24 se

mantiveram acima de 70%.

Na Tabela 4.8, estdo apresentados os resultados para fermentacdo submersa realizada
com EEB, obtido de FES B, composta por farelo de trigo e farelo de arroz, realizada durante
96 horas e utilizando o fungo A. niger. O EEB produzido gerou 12,2 g/LL de biossurfactante,
TS de 33,9 mN/m e apresentou [E24 de 87,5%.

O ensaio com bagago explodido proporcionou maior produgdo de etanol conjunta com
biossurfactante para 48 horas de FS. Neste ensaio, as concentragdes obtidas foram de 16,8 g/L

de biossurfactante e 7,1 g/L de etanol, com IE24 maiores que 75%.
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Tabela 4.8 — Producao de etanol e biossurfactante em fermentacdo submersa para diferentes
biomassas com EEB de FES B" de 96 horas.

Fermentacao TS 1E24 Biossurfactante”  Etanol
submersa (mN/m) (%) (g/L) (g/L)
Bagaco explodido 24 h 35,6 75,4 13,4 6,5
48 h 35,9 93,3 16,8 7,1
Bagaco tratado com 24 h 33,3 62,1 4.8 6,2
H>SO4 48 h 34,8 62,3 9,6 5,9
Casca de arroz 24 h 35,8 93,2 12,2 6,0
tratada com H2SO4 48 h 36,7 95,0 14,6 6,0
Sabugo de milho 24 h 37,6 90,0 8,0 6,3
tratado com H2SO4 48 h 36,7 949 6,3 6,1
Sorgo biomassa 24 h 38,6 84,8 6,4 10,0
tratado com H>SOq4 48 h 39,5 85,8 8,7 10,5

x FES B composta por farelo de trigo e farelo de arroz
™ Concentracio de biossurfactante descontado o valor do EEB

Izmirlioglu e Demirci (2016) avaliaram o meio de fermentacdo para sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas, utilizando co-cultura de Aspergillus niger e Saccharomyces
cerevisiae e residuos de batata. Para o meio composto por 50 g/L de residuo de batata, 20 g/L.
de extrato de malte, 0,1 g/L. de FeSO47H20 e 3 g/L de CaCl,-2H20, obtiveram uma produc¢do
de 9,4 g/L de etanol para 120 horas de fermentacao.

Com base no exposto até o momento, tem-se que os resultados obtidos neste estudo
foram satisfatérios, pois verificou-se a possibilidade de produgdo de etanol e biossurfactante
de S. cerevisiae e C. glaebosa com as biomassas celuldsicas bagaco de cana, casca de arroz,
sabugo de milho e sorgo biomassa, usando diferentes extratos enzimaticos brutos de A. niger,

que também é capaz de produzir biossurfactante.

4.6. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE ACIDO LEVULINICO

A Figura 4.11 apresenta os resultados preliminares do uso de 4cido levulinico (AL)
como fonte de carbono capaz de gerar biossurfactante. Pode-se observar que o crescimento de
P. aeruginosa em AL foi 3,1 vezes menor que o observado em glicose. Foi observado
também que a producdo de raminose com AL gerou baixas concentracdes de raminose, que

variaram de 0,02 a 0,06 g/L.
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Figura 4.11 — Resultados do teste preliminar com glicose e acido levulinico para crescimento
celular e concentracio de raminose.

Na Figura 4.12 s@o mostrados os resultados experimentais (ycac) € tedricos (target)
obtidos para rede neural que descreve a concentracido de raminose em fun¢do da concentragdo
de P. aeruginosa, concentracdo de AL, concentragdo de NaNOs3 e pH. Pode-se observar que a
rede neural com 10 neurdnios foi capaz de representar 87,1% dos resultados experimentais e,
por isso, pode ser usada na otimizagdo das condi¢des de producdo de raminose (TARGET =

0,851440-yeae + 0,015226, 1% = 0,871, p<0,0505).
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Figura 4.12 — Resultados da rede neural com 10 neur6nios na camada oculta.
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Na Tabela 4.9 sdo apresentados os resultados da otimizagdo referentes a maxima
concentracdo de raminose obtida. Pode-se observar que diferentes concentragdes de P.
aeruginosa, acido levulinico, NaNO3 e pH sdo capazes de otimizar a maior concentracio de
raminose sendo que se destacaram entre estas, respectivamente, 0,2 g/L, 18,1 g/L, 2,0 g/L e

3,0.

Tabela 4.9 — Resultados da otimizagdo da producao de raminose.

P. aeruginosa AL (g/L) NaNO:s (g/L) pH Raminose (g/L)
(g/L) (valor tedrico)
0,2 18,1 2,0 3,0 0,2

Gudifia et al. (2015) otimizaram a producdo de biossurfactante de P. aeruginosa,
utilizando substratos de baixo custo. A producdo de biossurfactante mais elevada (3,2 g/L) foi
obtida em meio de cultura contendo dgua de maceracdo de milho e melaco de cana.
Comparando os resultados da literatura com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se
observar que a P. aeruginosa teve dificuldade em consumir o acido levulinico em raminose, €

por isso € necessario ampliar os estudos e testar novas condi¢des operacionais com o AL.

47. AVALIACAO DA HIDROLISE ENZIMATICA SEPARADA DA
FERMENTACAO ALCOOLICA

Na Tabela 4.10, sao apresentadas as concentragdes de glicose, xilose, arabinose e
etanol apds hidrolise de 6 horas a 30 °C nos pHs de 2,0, 2.5, 3.0, 3.5, 4,0 e 4,5, e ap6s 48
horas de fermentacdo alcoolica. Pode-se observar que as hidrolises que ocorreram nos pH 3,5,
4,0 e 4,5 favoreceram a producdo de etanol, e a maior concentracdo para esta produgao foi
obtida em pH 4,0. Neste estudo, pode-se notar, também, que as concentragdes das pentoses,
xilose e arabinose, aumentaram durante a fermentacao alcoodlica em todos os pHs analisados,

mostrando que a hidrélise do bagaco de cana continuou durante a fermentagao.
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Tabela 4.10 — Concentragao dos agucares e etanol apds hidrélise de 6 h a 30 °C em diferentes

pH e ap6s 48 h de fermentagao alcoodlica.

Glicose Xilose Arabinose Etanol
g/L
Hidrélise EEB apoés H. 2,3 2,0 - -
pH=2,0 Apés48h FA 1,3 4,9 0,9 11,1
Hidrélise EEB apoés H. 3,9 2,9 0,6 -
pH=2,5 Apos 48h FA 0,3 6,4 1,6 14,1
Hidrolise EEB apés H. 4,7 3,9 0,8 -
pH=3,0 Apos48h FA - 6,4 1,7 12,7
Hidrolise EEB apoés H. 3,7 3,7 0,7 -
pH=3,5 Apos48h FA 0,3 6,9 1,9 16,1
Hidrolise EEB apés H. 4,3 5,6 1,3 -
pH=4,0 Apos48h FA 0,4 8,0 2,5 16,3
Hidrolise EEB apés H. 3,6 5,1 1,2 -
pH=4,5 Apés 48h FA 0,3 7,8 2,4 15,5

EEB apds H.: representa os valores do extrato enzimético bruto apds a hidrélise enzimética
Ap0s 48h FA: representa os valores apds 48 h de fermentacao alcodlica

Outro estudo foi realizado para avaliar a hidrélise enzimatica nos tempos de 6, 12, 18,
24, 36 e 48 horas, a 30 °C e em pH 4, que foi o pH que mais favoreceu a producdo de etanol
no estudo anterior. A Tabela 4.11 mostra as concentragdes de glicose, xilose, arabinose e
etanol ap0ds hidrolise e apos 48 h de fermentagdo alcodlica. Obteve-se a maior concentragao

de etanol, 18,3 g/L, realizando uma hidrdlise enzimatica de 18 horas.
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Tabela 4.11 — Concentragao dos agtcares e etanol apds hidrélise em pH 4,0 a 30 °C em
diferentes tempos e apos 48 h de fermentagado alcoodlica.

Glicose Xilose Arabinose Etanol
g/L

Hidrolise EEB apoés H. 0,1 43 1,3 -
6 horas Apés 48h FA - 5,3 2,2 15,9
Hidrolise EEB apoés H. 0,2 6,8 1,3 -
12 horas  Apés 48h FA 0,1 5,2 1,6 15,6
Hidrélise EEB apés H. 0,1 5,5 1,0 -
18 horas  Apoés 48h FA 0,1 3,5 1,4 18,3
Hidrolise EEB apés H. 0,1 6,7 1,3 -
24 horas  Apés 48h FA 0,1 3,7 2,0 17,7
Hidrolise EEB apés H. 0,1 4,2 1,3 -
36 horas  Apos 48h FA - 1,2 1,3 11,7
Hidrélise EEB apés H. 0,1 6,5 1,6 -
48 horas  Apos 48h FA - 3,1 1,4 17,1

EEB apds H.: representa os valores do extrato enzimético bruto apds a hidrélise enzimética
Apos 48h FA: representa os valores ap0s 48 h de fermentacao alcodlica

Os resultados da Tabela 4.12 sdo apresentados em termos de concentragcdo de glicose,
xilose, arabinose e etanol apds hidrélise enzimatica e ap6s 48 horas de fermentacdo alcodlica.
As hidrolises enziméticas foram conduzidas nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C, em
pH 4,0 e durante 18 horas. De acordo com a Tabela 4.12, os melhores resultados foram
observados para hidrolise a 40 °C e foi obtida a concentragdo de etanol de 20,3 g/L para 48

horas de fermentacio alcodlica.
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Tabela 4.12 — Concentragao dos agticares e etanol apds hidrélise de 18 h em pH 4,0 em
diferentes temperaturas e apOs 48 horas de fermentagado alcoodlica.

Glicose Xilose Arabinose Etanol
g/L
Hidrolise EEB apés H. 0,1 5,5 1,0 -
a30°C Apés 48h FA - 0,8 1,1 16,2
Hidrolise EEB apés H. 4,8 9,4 1,8 -
a40°C  Apos 48h FA 0,1 0,3 1,0 20,3
Hidrolise EEB apés H. 13,4 6,7 - -
a50°C  Apés 48h FA - 1,6 0,3 14,6

EEB apos H.: representa os valores do extrato enzimatico bruto apos a hidrolise enzimatica
Apo6s 48h FA: representa os valores apds 48 h de fermentacao alcodlica

Na Tabela 4.13, faz-se uma comparacdo dos resultados obtidos com a hidrolise e
fermentacdo alcodlica simultaneas, e com a hidrolise enzimatica separada da fermentacdo
alcoodlica, realizada nas melhores condi¢cdes operacionais estudadas nos experimentos

anteriores, ou seja, hidrolise de 18 horas, a 40 °C e em pH 4,0.

Tabela 4.13 — Comparacgdo da hidrolise e fermentacdo alcodlica simultineas com a hidrolise
enzimatica separada da fermentacdo alcoolica.

Glicose Xilose Arabinose Etanol
g/L
Hidroélise e FA EEB 0,2 - - -
simultaneas Apés 48h FA 0,5 1,5 1,9 9,9
Hidrolise: 18h, EEB apés H. 1,2 14,8 1,9 -
40°C,pH=4,0 Apés 48h FA 0,1 7.4 2,5 19,8

EEB apds H.: representa os valores do extrato enzimético bruto apds a hidrélise enzimatica
Ap0s 48h FA: representa os valores apds 48 h de fermentacao alcodlica

Das et al. (2015) também estudaram a hidrélise enzimética de biomassa de aguapé,
com enzimas comerciais, realizada durante 60 horas. As leveduras Pichia stipitis, Candida
shehatae e Saccharomyces cerevisiae foram incubadas ao hidrolisado e a fermentagdo foi
conduzida por 36 horas. As concentracdes de etanol obtidas foram de 10,4 g/LL usando P.

stipitis; 8,2 e 6,7 g/LL usando C. shehatae e S. cerevisiae, respectivamente. Rocha et al. (2013)



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 72

investigaram a producdo de etanol a partir de fermentacdo e sacarificagdo simultaneas e
hidrdlise e fermentacdo separadas, utilizando complexos enziméticos de Aspergillus niger e
subprodutos de arroz, soro e bagaco de cana. O melhor resultado que os autores encontraram
foi de 11,7 g/L de etanol para 12 h de sacarificacdo e fermentacdo simultineas a pH 4,5 e
35°C, utilizando substrato composto por soro, casca e palha de arroz.

Comparando os resultados da Tabela 4.13, pode-se afirmar que a producdo de etanol
foi maior ao se realizar a hidrélise enzimatica separadamente, na qual obteve-se uma
concentracdo de 19,8 g/L de etanol. Este fato esta relacionado ao maior controle das variaveis

tempo, pH e temperatura quando se utilizada a hidrdlise separada.

4.8. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DO EEB

A Figura 4.13 mostra a concentracdo de glicose, xilose, arabinose e agucares totais
associados somente a hidrélise enziméatica separada de 18 horas, com EEB e extratos
enzimaticos concentrados (EC 25%, 50°C; EC 50%, 50°C; EC 25%, 60°C; EC 50%, 60°C).
Os resultados mostram que a concentracdo de agucares totais foi de 1,8 a 2,3 vezes maior nas
situagdes com concentracdo do extrato enziméitico que a observada na hidrdlise pelo uso de
extrato enzimético bruto (EEB), o que sugere uma maior capacidade de hidrdlise nos extratos

EC 25%, 50°C; EC 50%, 50°C; EC 25%, 60°C e EC 50%, 60°C.
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Figura 4.13 — Concentragao dos agucares presentes no extrato enzimatico bruto apds hidrdlise
enzimatica separada de 18 horas a 40°C.
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Também pode ser observado que a hidrélise com o uso de extratos enzimaéticos
concentrados a 50 °C (EC 25%, 50°C e EC 50%, 50°C) gerou maior teor de glicose que o
observado pelo uso de extratos concentrados a 60 °C (EC 25%, 60°C e EC 50%, 60°C). Isso
sugere que caso a inibi¢do do crescimento celular e a produgdo de etanol sejam semelhantes
nas diferentes condi¢Oes estudadas, a concentracdo do extrato enzimatico a 50 °C é mais
favoravel que a 60 °C, pois em menor temperatura ha uma maior produgdo de glicose, que

representa o agucar fermentescivel capaz de gerar etanol.

Na Figura 4.14, sdo apresentadas as concentracdes de etanol para 48 horas de
fermentacdo alcodlica a 35 °C, utilizando EEB sem concentrar ¢ sem realizar hidrélise
enzimatica separada, e extratos enzimaticos concentrados em rotaevaporador a 50 e 60 °C,

com reducdo de volume de 25 e 50 %, e realizando hidrolise de 18 horas a 40 °C e em pH 4,0.
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Figura 4.14 — Concentracdo de etanol para 48 horas de fermentacdo alcodlica utilizando EEB
sem concentrar € os EEB concentrados.

A comparacdo entre os experimentos confirma que o extrato enzimético concentrado
tem melhor acdo na producdo de etanol que o extrato enzimitico nao concentrado, € a

concentracdo a 50 °C foi melhor que a realizada a 60 °C.



CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO 74

Ao analisar as situacdes de reducdo de volume de 25 % e 50 %, verifica-se que EC
50%, 50°C foi mais favordvel ao processo, com produgao de 21,0 g/l de etanol,
correspondendo a um valor de 2,1 vezes superior ao observado com o uso de EEB sem

concentrar e sem realizar a hidrdlise enzimatica separada da fermentagao alcoolica.

4.9. AVALIACAO DO EFEITO DA COMPOSICAO DO MEIO DA FERMENTACAO
EM ESTADO SOLIDO NA PRODUCAO DE ETANOL

Na Figura 4.15 sdo apresentados os valores das concentragdes de etanol obtidos na
fermentacdo com o uso de EEBs M1, M2 e M3, referentes as fermentacoes solidas FESI,

FES2 e FES3, respectivamente, descritas na Tabela 3.9 e 3.10.
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Figura 4.15 — Concentragdo de etanol empregando apenas um meio sdlido.

Verifica-se que apesar do sabugo de milho ser rico em celulose e hemicelulose, a
escolha deste substrato (M2) apresentou reduzida concentragao de etanol, que foi de 6,4 g/L e
7,9 g/L em 24 e 48 h, respectivamente, na etapa de fermentag¢do, em relagdo aos outros dois

meios contendo bagaco de cana explodido. Ressalta-se que o enriquecimento dos substratos
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para a indugdo das enzimas de interesse (celulases e hemicelulases) foi realizado nas mesmas

proporg¢des em todos os trés meios.

Na condigao de M1, obtido da FES1 com bagaco de cana explodido e farelo de arroz,
observa-se a maxima concentracdo de etanol obtida entre os ensaios com o uso de meios
individuais, resultado que mostra o bagaco de cana como substrato vantajoso ao Brasil, uma
vez que sua disponibilidade ¢ ampla. Além disso, o controle inicial de pH 6,0 na FES3

(extrato enzimatico M3) nao influenciou a produgao de etanol de forma significativa.

Na Figura 4.16, sdo apresentadas as concentracdes de etanol produzido nas

combinagdes de extratos enzimaticos M4, M5, M6 e M7.
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Figura 4.16 — Concentrac¢do de etanol empregando as diferentes combinacdes de meios
solidos.

Os resultados obtidos indicam que formas distintas de combinagdo de extratos
enzimaticos de diferentes caracteristicas influenciam no tempo e na concentragdo de etanol. A
combinag¢do dos meios solidos de FES reduziu o tempo para a producdo de determinado teor
de etanol em razdo da maior quantidade de enzimas presente no extrato enzimatico utilizado
na etapa de fermentacdo. O M6 foi o ensaio com EEB que ensejou as maiores concentragdes

de etanol: 17,6 g/L e 18,5 g/L nos tempos de 24 e 48 horas, respectivamente
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O uso do extrato enzimatico M7 apresentou redugdo de 25,0 % na producao de etanol
comparado ao melhor ensaio com extrato enzimatico proveniente de dois meios (M6) no
tempo de 24 h. Portanto, o melhor resultado obtido foi o ensaio com M6 que atingiu a

concentracdo de 18,5 g/L de etanol em 48 h de fermentacao.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que a co-producao de
etanol e biossurfactante com o uso de diferentes biomassas lignoceluldsicas ¢ uma estratégia

promissora em biorrefinarias. Além disso, pode-se concluir que:

e A co-fermentacdo de Pseudomonas aeruginosa € Saccharomyces cerevisiae pode ser
realizada com produgdo de 9,1 g/L de raminolipideo e 8,4 g/L. de etanol e recuperacao
do bagago para produgdo de energia. Consequentemente, a produgdo simultanea de
etanol, raminolipideo e energia do bagaco de cana-de-agucar pode ser considerada
uma nova estratégia na busca de producdo sustentavel de biossurfactantes e

biocombustiveis.

e A producdo simultdnea de etanol e biossurfactante utilizando as leveduras
Saccharomyces cerevisiae ¢ Candida glaebosa, realizada com extrato enzimatico
bruto de A. niger e bagago de cana explodido, mostrou-se satisfatoria com
concentragdes de 6 g/L de etanol e 6,5 g/L de biossurfactante, aproximadamente, para

48 horas de fermentacao.

e Na produc¢do de biossurfactante em fermentacdo em estado so6lido, utilizando o fungo
A. niger, observou-se que este microrganismo tem a capacidade de gerar 7,6 g/L de
biossurfactante em 72 horas de fermentacao com bagaco de cana explodido e farelo
de arroz; e 10,1 g/L de biossurfactante em 48 horas de fermentacdo com farelo de

trigo e farelo de arroz, além de gerar indices de emulsificagdo acima de 60%.

e Verificou-se a possibilidade de produgdo de etanol e biossurfactante de S. cerevisiae e
C. glaebosa com as biomassas celulosicas bagaco de cana, casca de arroz, sabugo de
milho e sorgo biomassa em fermentacdo submersa, usando extrato enzimatico bruto
de A. niger produzido em fermentacdo sélida, que também ¢ capaz de produzir

biossurfactante.

e O 4cido levulinico, que ¢ um derivado de biomassa celul6sica, se mostrou uma fonte

de carbono promissora para a produgdo de biossurfactante.
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Referente aos ensaios para produgdo de etanol, verificou-se que ao realizar a hidrolise
enzimatica separada da fermentacao alcoodlica, tem-se o maior controle das variaveis
tempo, pH e temperatura e 19,8 g/L de etanol foi a produ¢do méxima obtida neste

estudo.

O extrato enzimatico concentrado por evaporacdo a vacuo favorece uma maior
hidrélise do bagaco de cana e maior produgdo de etanol, sendo que o uso de extrato
enzimdtico concentrado a 50 °C e com reducdo de volume de 50 % gerou uma
concentragdo de etanol 1,3 vezes maior que o uso do extrato enzimatico concentrado a

60 °C.

As distintas combinag¢des de meios sélidos para produgdo de extratos enzimaticos
influenciam no tempo e na concentragdo de etanol e sdo uma alternativa para
aumentar a produc¢do de etanol. O extrato enzimatico bruto obtido da extragdo de duas
fermentagdes em estado sélido, constituidas por bagaco de cana explodido e farelo de
arroz, foi o que ensejou as maiores concentragdes de etanol: 17,6 g/L e 18,5 g/L nos

tempos de 24 e 48 horas de fermentagdo submersa, respectivamente.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a producdo de biossurfactante de Aspergillus niger em fermentagdo so6lida

com complementa¢do do meio com fontes adicionais de carbono;
Ampliar o estudo da producao de biossurfactante de acido levulinico;
Investigar a producdo de outros bioprodutos em diferentes condigdes operacionais.

Produzir etanol de segunda geragdo com outros substratos e testar diferentes pré-

tratamentos para as biomassas celulésicas.
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CAPITULO 8
APENDICE

APENDICE A1l: CURVA DE CALIBRACAO DE RAMINOSE
Na Tabela 8.1 estdo apresentadas as leituras da absorbancia a 420 nm em espectrofotometro.

Tabela 8.1 — Leitura no espectrofotometro das absorbancias para construcao da curva de
calibragdo de raminose.

Raminose (g/L) Absorbancia a 420 nm

0,0625 0,109
0,1250 0,258
0,1875 0,423
0,2500 0,582
0,3750 0,890
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Figura 8.1 — Curva de calibrag@o para concentragdo de raminose

A concentracdo de raminose (g/L), dada pelo grafico da Figura 8.1, é calculada pela
Equacdo 8.1:
Concentracao de raminose = 0,398 - Absorbancia + 0,0199 (8.1)
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APENDICE A2: PUBLICACOES EM REVISTAS INTERNACIONAIS,
CONGRESSOS REGIONAIS, NACIONAIS E INTERNACIONAIS

¢ Revistas Internacionais:

Artigo aceito para publicacdo na Revista (2016): Brazilian Journal of Chemical

Engineering — Qualis A2 para Engenharia II da CAPES (http://www.aidic.it/cet);

Titulo: Machine learning techniques to study ethanol production from lignocellulosic biomass
in simultaneous hydrolysis and fermentation;
Autores: Janaina Fischer, Veronica dos Santos Lopes, Saulo Cardoso, Ubirajara Coutinho

Filho, Vicelma Luiz Cardoso;

Revista: Chemical Engineering Transactions — The Italian Association of Chemical

Engineering (AIDIC) — Qualis BS para Engenharia II 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, Veronica dos Santos Lopes, Emanoela Fernanda Queiroz Santos,
Ubirajara Coutinho Filho, Vicelma Luiz Cardoso;

D.O.1.: 10.3303/CET1438082

Volume/Ano: 38, 2014.

Revista: Chemical Engineering Transactions — The Italian Association of Chemical

Engineering (AIDIC) — Qualis BS para Engenharia II 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, Veronica dos Santos Lopes, Célia M. A. Galvdo, Juliana
C.Teodoro, Ubirajara Coutinho Filho, Vicelma Luiz Cardoso;

D.O.I: 10.3303/CET1332180

Volume/Ano: 32, 2013.
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e Congressos Internacionais:

10° Congresso Internacional de Bioenergia 2015 (artigo completo) — Sao Paulo/SP

— 15 a 16 de julho de 2015:

Estudo da producdo de etanol de segunda geragdo com hidrélise e fermentacdo
separadas;

Estudo comparativo de extratos enzimaticos brutos concentrados e in natura na
producdo de etanol de bagaco de cana;

Estudo da coproducdo de etanol de segunda geracdo e biossurfactante pelo uso de
bagaco de cana explodido;

Producdo de etanol de bagaco de cana-de-agucar por processos de hidrdlise enziméatica

separada da fermentacao alcodlica.

9° Congresso Internacional de Bioenergia 2014 (artigo completo) — Sao Paulo/SP —

01 a 03 de outubro de 2014:

Estudo da producdo de etanol celuldsico por Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces cerevisiae;

Estudo do efeito da hidrélise enzimatica na producao de etanol de segunda geracgao;

8° Congresso Internacional de Bioenergia 2013 (artigo completo) — Sao Paulo/SP —

05 a 07 de novembro de 2013:

Influéncia da proporcdo de bagaco in natura e bagaco tratado por explosdo de vapor
na producdo de etanol;
Estudo da producdo de etanol com biomassa de celulose e soro por Kluyveromyces

marxianus,

e (Congressos Nacionais:

XI Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacao Cientifica 2015

(artigo completo) — Campinas/SP — 19 a 22 de julho de 2015:
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Avaliacdo do efeito da composicio do meio da fermentacdo em estado sélido na

producdo de etanol.

XI Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacao Cientifica 2015

(artigo completo) — Campinas/SP — 19 a 22 de julho de 2015:

Avaliacdo do efeito da composicio do meio da fermentacio em estado s6lido na

producdo de etanol.

XXI Simpédsio Nacional de Bioprocessos (XIX SINAFERM) e X Simpésio de
Hidroélise Enzimatica de Biomassas 2013 (artigo completo) — Foz do Iguacu/PR — 30 a
02 de agosto de 2013:

Uso de extrato enzimatico de Chrysonilia sitophila na producdo de etanol de celulose;
Producdo de etanol de bagaco de cana com o uso de extrato enzimditico bruto e

sucessivas fermentacoes.

e Congressos Regionais:

XXI Jornada em Engenharia Quimica e III Semana da Pés-Graduacio em
Engenharia Quimica 2016 (artigo completo) — Uberlandia/MG — 22 a 26 de agosto de
2016:

Fermentacao de biomassa lignoceluldsica por levedura para producdo de lipideos.
XX Jornada em Engenharia Quimica e II Semana da Po6s-Graduacio em
Engenharia Quimica 2015 (artigo completo) — Uberlandia/MG — 20 a 25 de setembro

de 2015:

Avaliacdo de extratos enzimaticos de Aspergillus niger na producdo de etanol de

segunda geracao.
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XIX Jornada em Engenharia Quimica e I Semana da Pés-Graduacdo em
Engenharia Quimica 2014 (artigo completo) — Uberlandia/MG — 03 a 08 de agosto de
2014:

Avaliagdo do reuso do bagaco na producgdo de etanol de segunda geracao.

XVIII Jornada em Engenharia Quimica 2013 (artigo completo) — Uberlandia/MG
— 25 a 30 de agosto de 2013:

Produc¢do e uso de complexo enzimético de fungo do cerrado na geracdo de etanol

celuldsico.



